
388 
OL 

=» UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA { / 

DE MEXICO 

  

  

CAMPUS - IZTACALA 

  

“EVALUACION DEL METABOLISMO ACIDO DE 

CRASULACEAS EN TRES ESPECIES DE CACTACEAS 

CULTIVADAS IN VITRO Y DURANTE SU 

ACLIMATACION A SUELO” 

T E S i S 

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

B -I O L 0 G O 

P R E€ S$ E N T A 

MARGARITA IVONNE GARRIDO GUTIERREZ 

  
    

  

IZTACALA MEXICO, 0. E, 1998 

" ATSIS CON we 
ALLA DE ORIG 1



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



  

Evaluacién del metabolismo acido de Crasuldceas en tres especies de 
cactaéceas cultivadas in vitro y durante su aclimataci6on a suelo. 

INDICE 
Paginas 

1. Resumen. 1 

2. Abreviaturas. 3 

3. Introducci6n. 4 

4. Antecedentes. 8 
4.1 Rhipsalidopsis rosea. 8 
4.2 Chamaecereus silvestrii. 14 
4.3 Epiphyilum crenatum. 13 
4.4 Metabolismo acido de Crasulaceas (CAM). 15 

4.4.1, Fases de CAM. 20 
4.4.2. Control de CAM. 29 
4.4.3, Variantes de CAM. 30 

4.5 Metabolismo acido de Crasulaceas en plantas cultivadas 
in vitro. 34 

5. Metodologia. 43 
5.1 Especies. 43 
5.3 Cultivo in vitro. 43 
5.3 Metabolismo acido de Crasulaceas. 47 

6. Resultados. 50 
6.1 Cultivo in vitro. 50 

§.1.1 Rhipsalidopsis rosea. 50 
5.1.2 Chamaecereus silvestrii. 59 
5.1.3 Epiphyllum crenatum. 65 

6.2 Metabolismo acido de Crasuladceas. 67 
6.2.1. Acidez titulable e intercambio de CO2. 67 
6.2.2. Prolina. 73 
6.2.3. Proteinas solubles. 77 
6.2.4. Clorofila. 78 

7. Discusién 82 

8. Conclusiones. 113 

9. Bibliografia. 417 

10. Agradecimientos y dedicatoria. 124



  

Resumen. 

  

  

1. RESUMEN. 

No se han realizado estudios relacionados con el metabolismo vegetal CAM en términos del 

comportamiento fisiolégico en sistemas vegetales completas (plantas completas obtenidas in 

vitro), tampoco se han llevado a cabo en plantas pertenecientes a la familia de las cactaceas 

debido a que se prefiere ias especies de facil propagacién in vitro y, por consiguiente, se ha 

marginado a especies que presentan un crecimiento lento. En e! presente trabajo se propuso 

evaluar la actividad metabdlica CAM en plantas obtenidas a partir de cultivos in vitro y durante 

su aclimatacién a suelo de las especies Rhipsalidopsis rosea, Chamaecereus silvestrii y 

Epiphylium crenatum. 

Para tas tres especies se determinaron las concentraciones hormonales para ta generacién de 

brotes axilares a partir de aréolas con las combinaciones de ANA con KIN en 0, 0.1, 0.5 y 1.0 

mg/L y 0, 0.5, 1.0 y 10.0 mg/L, respectivamente, en medio de cultivo MS. La incubacién de los 

cultivos fue bajo 12 h luz y 12 h oscuridad en una temperatura de 25°C + 2°C y un PAR de 50 

ymoles m? s* con lamparas de luz fluorescente de luz blanca fria. 

Se evaludé la acidez titulable, intercambio de CQ; , el nivel de estrés hidrico a través de la 

concentracién de prolina, proteinas solubles y clorofila en las plantas de las tres especies de 

cactéceas obtenidas in vitro y durante 5 y 10 dias de aclimatacion a suelo. 

La generacién del mayor numero de brotes axilares en el menor tiempo se logré en las 

combinaciones 1, 5 y 10 mg/L de KIN con 0.1 mg/L de ANA en E£. crenatum, R. rosea y C. 

silvestni, respectivamente. En las tres especies de cactaceas se obtuvo un 100 % de 

supervivencia de las plantas generadas in vitro trasplantadas a suelo. 

En condiciones de cultivo in vitro asi como después de 5 y 10 dias del cambio a suelo, las tres 

especies de cactdceas evaluadas presentaron patrones marcados de la via CAM. Asimismo, 

todas presentaron una disminuci6n de la acidez titulable af final del periodo de oscuridad pero 

no diminuy6 la fijaci6n de CQz, lo cual nos permitid proponer que, en general, la fijacion del CO, 

se llevé a cabo por medio de ta acumulacién de Acido citrico. En ninguna de las tres especies 

de cactaceas se presenté una proporcidn 2:1 en relacién con la acidez titulable y la fijacion del
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CO,;. La primera fue comparativamente mayor con respecto al segundo, por lo que los 

resultados sugieren un reciclado de COz. 

Se observé un considerable estrés hidrico en las tres especies de cactaceas bajo las 

condiciones de cultivo in vitro. Este disminuyd en respuesta al cambio a suelo sdlo en E. 

crenatum, en R. rosea aumento y en C. silvestrii se mantuvo constante. En consecuencia, se 

evidenciéd un mayor y constante crecimiento en la primera y en la ultima especie. 

Las especies epifitas, debido al cambio de atmdsfera in vitro a in vivo, presentaron 

fotoinhibicién, siendo mas pronunciada en R. rosea. El aparato fotosintético se restablecid con 

el tiempo en cultivo in vivo en las tres especies, por lo que, posiblemente, la fotoinhibicién sea 

el factor mas importante que se debe cuidar cuando se realice la aclimatacién a suelo de las 

plantas obtenidas in vitro, mas que las propias condiciones hidricas. La presente investigacion 

pretende ser una contribucién pionera que no tiene antecedente en México, asi como se 

pretende es la primera en donde se trabajé con plantas (completas) de ‘a familia de las 

cactaceas.
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CAM 

PEP 

PEP carboxilasa 

Rubisco y RubP 

Rubisco Casa 

KIN 

ANA 

3-PGA 

PAR 

rpm 

msnam 

EE. 

mM 

Cy 

Cy 

ARN 

AON 

mARN 

Mat 

2. ABREVIATURAS. 

Crassulacean acid metabolism (Metabolismo Acido de 
Crasulaceas). 

Fosfoenol piruvato 

Fosfoenol piruvato carboxilasa 

Ribulosa bifosfato carboxilasa 

Ribulosa-1 ,5-bifosfato carboxilasa 

cinetina: N-(2- furanilmetil)- 1 H-purina 6-amina 

acido 1-naftalenacetico 

3-fosfoglicerato 

Photosynthetic active radiation: radiacién activa fotosintética 

Revoluciones por minuto 

Metros sobre el nivel del mar 

Error estandar 

milimolar 

Tipo de fotosintesis en donde ta captacién de CO, produce un 
compuesto de tres carbonos 

Tipo de fotosintesis en donde Ia captacién de CO, produce un 
compuesto de cuatro carbonos 

Acido ribonucleico 

Acido desoxiribonucleico 

ARN mensajero 

acido malico
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3. INTRODUCCION. 

Las plantas son la clave de !a vida en Ia tierra, principalmente por su posicion Unica como 

productores primarios en todas las cadenas alimenticias, secundariamente, como la Unica 

fuente de energia renovable disponible para los animales (Mantell ef a/., 1985) y, en 

consecuencia, por ser econdémicamente importantes. 

Como organismos autdtrofos, las plantas tienen requerimientos nutricionales basicos muy 

sencillos, siendo éstos: agua, didxido de carbono y varias sustancias inorganicas. Usando 

la luz solar como fuente de energia, las plantas producen azucares sencillos por medio de 

series complejas de reacciones conocidas como fotosintesis. La energia capturada a 

partir de ta luz del sol y la produccion de moléculas organicas a través de la fotosintesis, 

suministra la base no sdlo de todo el alimento, sino también de toda la vida sobre la tierra 

(Mantell et a/., 1985). 

Dada la importancia que revisten las plantas, se han implementado varias técnicas 

enfocadas principalmente en el plano alimenticio para la obtencién de mejores cosechas. 

Sin embargo, recientemente se ha desviado la atencién hacia ciertas plantas cuyas 

caracteristicas morfolégicas las han convertido, en el A4mbito comercial, en un articulo 

sumamente apreciado, las plantas ornamentales. 

A principios de la década de fos setenta, se desarrollaron dos técnicas importantes, las 

cuales ofrecieron grandes ventajas en la investigaci6én actual en las ciencias vegetales: las 

metodologias de cultivo in vitro de células, tejidos y érganos vegetales (técnica que nos 

ocupara en este estudio) y la técnica del ADN-recombinante. Ambas tienen un impacto 

positivo en la industria de la agricultura en tanto que es y sera la industria de mayor 

importancia econémica y estratégica del mundo y, las nuevas técnicas bioldgicas, 

permitiran incrementar en forma sustancial los rendimientos de las cosechas (Galindo- 

Fentanes, 1988). Asimismo, tales metodologias, principaimente la técnica de cultivo in
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vitro, abren una serie de posibilidades para el estudio y comprensién de la fisiologia 

vegetal. 

EI cultivo in vitro es el proceso segtn el cual pequefias piezas de tejido vivo (explantes) 

son aisladas de un organismo, crecidas asépticamente por periodos indefinidos sobre un 

medio nutritivo, presenta ventajas principalmente en plantas econémicamente 

importantes. El cultivo in vitro se utiliza a menudo como un sistema “modelo” para el 

estudio de aspectos fisiolégicos, bioquimicos, genéticos y problemas estructurales 

relacionados con las plantas. De esta forma, el estudio con cultivos in vitro puede ser 

usado para responder cuestiones concernientes al metabolismo de plantas completas. 

Asi, tenemos que el cultivo de células vegetales in vitro ha sido usado para el estudio de 

aspectos del metabolismo universal, por ejemplo, fa biosintesis de aminoacidos o sintesis 

de acidos nucleicos, y aspectos del metabolismo que estan unicamente relacionados con 

las plantas, tales como la fotosintesis 0 la biosintesis de la pared celular (Dougall, 1980). 

El metabolismo relacionado con la fotosintesis se ha empezado a investigar y ya se 

cuenta con reportes sobre los potenciales de la fotosintesis en cultives autotréficos y 

mixotréficos. Sin embargo, la mayoria de !os cultivos reportados de células 

fotosintéticamente activas son con plantas C3 tales como Nicotiana tabacum, Ruta 

gravedens, Chenopodium rubrum, Dacus carota y Spinacia oleracea (Seeni y Gnanam, 

1980). 

No obstante, los estudios relacionados con el metabolismo vegeta! en términos del 

comportamiento fisioldgico en sistemas vegetales completos (esto es: plantas completas 

obtenidas in vitro), no se han realizado bajo condiciones de cultivo in vitro. Tal es el caso 

especifico del metabolismo dcido de Crasuléceas (Crassulacean acid metabolism, cuyas 

siglas en inglés son CAM. En este trabajo se manejara esta nomenclatura). Bajo estos 

términos, CAM basicamente ha sido estudiado en aspectos bioquimicos y biofisicos 

usando protoplastos y organelos celulares (Kluge et a/., 1987). La pifia, por ejemplo, 

planta CAM comercialmente importante, ha sido la Gnica que ha sido estudiada 

extensamente en la agricultura (Ting, 1985).
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El cultivo de tejidos ha sido reconocido como una herramienta del comercio horticola por 

cerca de 30 afios y es el principal método de propagacién para una gran variedad de 

cosechas, ejemplos notables de ello son las orquideas, plantas de interiores y 

rododendros (Fay y Gratton, 1992). 

Entre las plantas que presentan el metabolismo CAM, que son potencialmente 

importantes desde el punto de vista econdémico y que no han recibido la atencién que 

merecen en nuestro pais, se encuentran las cactaceas, las cuales actualmente son 

sumamente codiciadas por coleccionistas, viveristas y propietarios de jardines botanicos 

de todo el mundo por su belleza, rareza y aspecto tan peculiar. 

Es bien conocido la significacién religiosa de Lophophora en ciertcs grupos indigenas de 

América. Ademas, Opuntia ha sido usada como una planta hospedera para insectos 

‘cochinilla en la produccién de colorante. Ciertas especies de Opuntia y otros géneros se 

utilizan por poblaciones locales como alimento de reserva. La principal importancia 

econdémica de las cactdceas consiste en el comercio horticola en todo e! mundo como 

plantas ornamentales y coleccionables. Es dificil determinar su valor comercial. Una 

estimacién de las cactaceas raras y en peligro de extincidn es de 5 a 7.5 millones de 

dolares anuales en Estados Unidos, con 2.5 a 5 millones de unidades en suelo. El 

comercio ornamental de estas plantas puede ser considerablemente grande en lugares en 

donde el comercio es especializado en cactos raros y en peligro de extincién. Las 

principales areas de produccién de cactos ornamentales incluyen Holanda, Alemania, 

Gran Bretajfia, Japén y Estados Unidos (Hubstenberger ef a/., 1992). 

Dado que ia demanda de ejemplares de cactaceas es enorme, en paises en donde no 

forman parte de su flora local (Europa, principalmente), se decidié propagarlas por medio 

del cultivo in vitro por las ventajas que ofrece ésta técnica (Clayton et a/., 1990; Johnson y 

Emino, 1979; Lazarte ef a/., 1982; Vyskot y Jara, 1984.). Sin embargo, no se ha realizado 

ningtin estudio acerca del comportamiento fisiolégico de las plantas completas obtenidas 

en estas condiciones de cultivo. Asimismo, es necesario un conocimiento detallado det



  

  Introduccién. 

  

metabolismo del carbono de los cultivos in vitro si se requiere optimizar el crecimiento 
" para propésitos horticolas de cactaceas. Ademas, no se tiene al alcance informacién al 

respecto en nuestro pais dado que, hasta la fecha, sdlo existe un trabajo en donde se 
realiz6 la evaluacién de CAM en cultivos in vitro (Doi et al.,1989) y porque, 
particularmente, el intercambio gaseoso ha sido considerado sdlo recientemente para 
cactos epifitos (Nobel y Hartsock, 1990; Bermejo, 1993). 

Por lo anterior, este trabajo propone contribuir a dicho conocimiento a través de la 
evaluacién del metabolismo acido de Crasulaceas (CAM) en tres especies de cactaceas 
que exhiben CAM: Chamaecereus silvestrii (Spreg.) Britton y Rose, Rhipsalidopsis rosea 
(Lagerheim) Britton y Rose y Epiphyilum crenatum (Lindley) Don (las dos ultimas epifitas). 
Estas especies han sido seleccionadas en virtud de que recientemente fueron 
introducidas al mercado mexicano como plantas ornamentales con una importante y 
creciente demanda; por ser especies que han sido poco estudiadas -y en cierto modo 
olvidadas- (Boyle, 1990; Sanderson, ef al., 1986; Shields, 1963; Kimnach, 1951); 
omitiendo al mismo tiempo el hecho de que ellas ofrecen una alternativa futura importante 
en el ambito econémico. Ademas, su estudio in vitro puede proporcionar informacion 
nueva e interesante en este campo de conocimiento.
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4. ANTECEDENTES. 

4.1 Rhipsalidopsis rosea [(Lagerheim) Britton y Rose]. 

Esta especie de cactécea es llamada cominmente “cacto enano de Pascua” en Norte 

América. En México es conocida como “nopalillo”. Su descubridor y primer descriptor, Per 

Dusén, un botanico sueco, le dio el nombre de Epiphyilanthus opuntioides (Kimnach, 

1951). La encontré creciendo a una altura 1100 a 1300 msnm en el bosque cerca de 

Caiguava, en el estado de Parana, Brasil (Kimnach, 1951; Britton y Rose, 1963). Esta fue 

una de tas plantas encontradas que él envié en 1911 al Botanical Institute en Estocolmo 

donde, después de la floracién. Posteriormente fue descrita en 1912 por Gustaf 

Lagerheim bajo el nombre de Rhipsalis rosea (Kimnach, 1951) y en 1923 Britton y Rose le 

dan el estatus de un género monotipo y la proponen con el nombre cientifico de 

Rhipsalidopsis rosea (Kimnach, 1951). 

Britton y Rose (1963) argumentan que !a planta presenta una flor mucho mas larga y los 

segmentos estan unidos dentro de un tubo corto, raz6n por la cual no fue correcto el 

nombre de Rhipsalis. El habitat de Rhipsalidopsis rosea se asemeja al de alguna de las 

especies de Epiphylianthus, pero la planta tiene una floraci6n regular. La clasificaron 

cerca de Pfeiffera pero no creian que estuviera cerca de este género porque tiene una flor 

alternada y las flores y las ramas son terminales, como en Zygocactus. E1 nombre 

genérico es dado como explicacién del parecido a algunas especies de Rhipsaiis. 

Rhipsalidopsis rosea es una cactacea epifita en forma de arbusto densamente espeso, 

raramente erecto (Graf, 1970), con un patrén definido de crecimiento, produce una serie 

de filoladodios (tallos, Boyle ef al., 1994). Las plantas son compactas, muy ramificadas; 

sus ramas son alternadas (Boyle, 1990; Britton y Rose, 1963) y estan distribuidas en jas 

selvas del Sur de Brasit por lo que requieren, en esencia, de sombra (Shields, 1963). Son 

residentes de arboles, pero algunas veces trepan sobre rocas o penden de ellas y habitan 

en climas calido-humedos (Graf, 1970; Britton y Rose, 1963). 

8
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Esta especie es interesante Por su tallo dimérfico y por sus flores (ver abajo). Presenta 
filoctadodios angulosos y aplanados de acuerdo al numero de costillas que se observen 
en éstos. En los filocladodios angulosos existen de tres a cinco Costillas, en los aplanados 
sdlo se presentan dos costillas, En algunos filocladodios angulosos su morfologia se 
modifica al grado de aparentar la forma de un lapiz (Graf, 1970) Por el aspecto cilindrico 
que adquieren y por el ndmero de costillas. Los filocladodios angulosos son cerosos, con 
diminutas cerdas como pelos (Graf, 1970), las aréolas se encuentran en mayor proporcién 
y los entrenudos son més cortos con respecto a los filocladodios aplanados, En general, 
los filocladodios son largos y estrechos, de color verde azulado oscuro y en los bordes se 
observa color rojo sin brillo (Shields, 1963), su longitud es de 2.5 a 3.8 cm de longitud 
(Boyle et a/., 1994). 

Las aréolas (brotes axilares modificados) estan restringidas a los bordes y en el apice de 
los filocladodios (Liberty Hyde Bailey Hortorium, citado por Boyle et a/., 1994). Las aréolas 
que se desarrollan abajo del apice de fos filocladodios son solitarias; en cambio, fas de! 
apice estan aglomeradas, las cuales forman una aréola compuesta (Barthlott, citado por 
Boyle ef a/., 1994). 

Las flores radialmente simétricas, tienen el color y la forma de una rosa, su longitud es de 
2.5 a 3.5 cm de diametro, brotan casi invariablemente en las aréolas compuestas sobre 
los filocladodios apicales y casi nunca en las aréolas subapicales 0 filocladodios 
subapicales (Boyle,1990 y 1992). La especie presenta gran cantidad de flores por cada 
Planta. Son atractivas por sus centros brillantes. Sus pétalos son muy amplios, 
Puntiagudos y se expanden completamente, son de un color rosa que generaimente es 
mas intenso hacia el centro (forma un buen contraste con fos estambres amarillos y el 
estigma blanco; Kimnach, 1951). Tienen brillantes estambres exteriores ondulados en el 
interior sobre amazillo brillante que descienden a la garganta. El estilo es blanco, dividido 
en cuatro lébulos del estigma de color blanco, ondulados en e} pice (Shields, 1963). Las 
flores son segmentadas con extremos redondeados, estrechas y con bordes como tos de 
las orquideas (Graf, 1970). Presentan una fragancia definida que recuerda a las rosas 0 al 

9
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aceite de cedro (Kimnach, 1951). La planta florece abundantemente a la mitad del 

invierno (pero segtin Shields -1963- sdlo genera pocas flores), en la primavera seguin Graf 

(1970) y Kimnach (1954) y al principio del verano, cada filocladodio presenta de 5 a 6 (o 

atin mas) flores al termino de éste segiin Shields (1963). Las flores permanecen por 

varias semanas (Shields, 1963) pero después de tres dias abren sélo en luz solar y 

cierran cuando se les lleva a la sombra (Kimnach, 1951). El fruto es un pequefio grano 

jugoso, bianco, rojo o purpura y la semilla es diminuta (Britton y Rose, 1963). 

Aunque esta especie es el miembro que presenta la flor mas fina de Rhipsalidanae, 

parece estar completamente ausente en las colecciones de México. Suelen confundirla 

con Schlumbergera y Zigocactus. Su nombre es raramente mencionado en libros y 

revistas especializadas; han sido cultivadas pero no se han encontrado cantidades 

abundantes de ellas; es una planta facil de cultivar y un especimen adulto y grande, 

floreciendo completamente, luce en forma impresionante (Kimnach, 1951). Debido a la 

belleza de sus flores fragantes que son superiores en forma y color a las especies de 

Rhipsalis, es dificil entender que esta rareza ha sido olvidada y poco estudiada. Se ha 

escrito poco de esta especie, la literatura disponible acerca de sus datos generales se 

encuentra, en su mayoria, en Europa (Lagerheim, 1912). Recientemente se han realizado 

investigaciones de esta especie y de otras del mismo género (Boyle, 1990, 1991 y 1992; 

Scott et al., 1994; Boyle et a/., 1994). 

Las plantas de R. rosea son propagadas por tallos o con pequefias ramas (Graf, 1970). 

Requieren de 8 a 12 meses para la propagacién por esquejes hasta la floracién (Boyle, 

1991). Ya que éste es un perfodo largo de produccién comparado con el periodo de 

muchas otras cosechas de invernadero, es de interés practico identificar tratamientos y 
técnicas para reducir la fase de produccién y/o minimizar costos. 

Esta especie también amerita atencion en el aspecto comercial, ya que es 

admirablemente adecuada para su cultivo en macetas - que suelen colocarse cerca de la
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ventana- (Graf, 1970), en donde fiorean (Boyle, 1990); ademas de ser muy popular en 
esta forma de cultivo en el norte de América y de Europa (Scott ef af, 1994). 

4.2 Chamaecereus silvestrii [(Spegazzini) Britton y Rose]. 

Esta especie se conoce como “cacto cacahuate” en Europa y en México por sus brotes 
cortos y cilindricos a manera de “dedos” que crecen en pequefios grupos. Esta especie 
fue nombrada Cereus silvestri por el Dr. Philip Silvestri (Bailey, 1977; Britton y Rose, 
1963) amigo del Dr. Spegazzini quien realizé la descripcién de la especie por primera vez 
en 1905 (Spegazzini, 1905). Britton y Rose (1963) la nombran como Chamaecereus 
silvestrii, la ptimera parte del nombre genérico proviene del griego que Significa “sobre el 
terreno” refirigndose al habitat postrado de la planta (cacto geofitico). Es un cacto nativo 
de Tucuméan, Argentina, se localiza en las montafias entre Tucuméan y Saita (Argentina; 
Britton y Rose, 1963). 

Chamaecereus silvestrii es una planta pequeria, postrada y forma pequefios grupos; 
algunas veces los brotes cilindricos cuelgan y generalmente se Producen de Ia base de 
los brotes viejos (Britton y Rose, 1963). La longitud de los brotes es de 4a6 cm de largo, 
son de color verde palido (Britton y Rose, 1963; Bailey, 1977) y presentan de ocho a diez 
filas de aréolas blancas. Las aréolas se encuentran rodeadas de diez a trece espinas. Las 
espinas son acicufares, blancas, como cerdas (Martin, 1966; Graf, 1970; Britton y Rose, 
1963; Bailey, 1977). Presentan de seis a nueve costillas pequefias, pero generaimente 
son ocho (Britton y Rose, 1963). Los brotes se desprenden muy facilmente, especiatmente 
Si la tierra de la planta esta seca. Los brotes sueltos facilmente generan raices (Martin, 
1966). 

Sus flores son de un hermoso color anaranjado-escarlata de 7 cm de largo (su tamafio 
contrasta marcadamente con el tamafio Pequefio de fa planta (Shields, 1962) y se 
producen profusamente en ios brotes viejos durante la Primavera; son diurnas y se



  

  

Antecedentes. 

  

encuentran solas en las aréolas laterales y erectas. Presentan un tubo cillndrico de 2.5 a 3 
cm con escamas agudas cuyos ejes tienen largos pelos axilares negros y blancos y pocas 

cerdas; los segmentos del perianto se presentan en tres o cuatro series, extendiéndose de 

1 a 2 cm de largo, 4 mm de ancho, lanceolados, su parte exterior es aguda y la parte 
interior muy corta y obtusa; dentro de los segmentos del perianto exhiben estambres 
cortos, de color escarlata a purpura; el estilo es de color amarillo palido a verde-blanco 

(translGcido), mas largo que los estambres; tos l6bulos del estigma son de ocho a nueve. 

Los frutos son pequefios, globulares, secos o casi secos y presentan grandes pelos 

lanosos; las semillas son de color negro epaco (Britton y Rose, 1963). 

En Europa requieren de sol completo ya que de otro modo !os brotes se caen y adquieren 

un color verde palido (Martin, 1966), ademas de un abundante tiego durante el estado de 

crecimiento (Shields, 1962). La induccién de la floracién en esta especie se produce 

estando !a planta en un suelo rico, sin riego (Martin, 1966). 

En Argentina Chamaecereus silvestrii es poco estudiada, en cambio en colecciones 

europeas es exhaustivamente cultivada y altamente apreciada (Britton y Rose, 1963). En 

México, al igual que R. rosea, se requieren investigaciones para la producci6n a gran 

escala de esta especie debido a su importancia comercial. 

Con anterioridad, Mauseth (1979) produjo brotes axilares de C. silvestti en cultivo in vitro a 

partir de aréolas, pero no proporciona datos acerca de los cultivos en su articulo (ni 

tampoco de otras especies a las que también hace referencia). 

En el presente trabajo se estudiaron aspectos que no habian sido considerados por otros 

autores como Seeni y Gnanam (1980) quienes realizaron cultivo en suspensi6n de esta 

misma especie.
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4.3 Epiphylium crenatum [(Lindley) Don]. 

Esta especie de cactacea es conocida como “cacto orquidea” (Graf, 1970), “espinazo de 
pez” o “nopalillo”. En 1844 Lindley la propone como Cereus crenatum y en 1855 Don !a 
nombra Epiphylium crenatum (Bravo y Sdnchez, 1985). Se encuentra distribuida en 
Honduras, Guatemala y México. 

Epiphyllum crenatum es una planta epifita, muy famosa, presenta tallos primarios 
redondeados, de forma cilindrica angostada y lefiosos, mas o menos largos, con la 
porcién apical aplanada (rara vez trialada), con podarios inconspicuos; las ramas o tallos 
secundarios son aplanados (filocladodios), con la base de seccién redondeada; la region 
aplanada tiene podarios que forman lébulos crenados o aserrados mas 0 menos amplios 
© pequefios que pueden llegar hasta ta nervadura central (Bravo y Sanchez, 1985). Los 
tallos viejos con frecuencia son lerfiosos. Los flocladodios (ramas) miden 50 cm de longitud 
0 mas (Bravo y Sanchez, 1985), son muy aplanados, delgados, glaucos (como hojas), 
algunos de ellos tienen tres costillas, con frecuencia Presentan raices en la punta, son 
mucho muy rigidos, su ancho es de dos a tres centimetros, son. obtusos, tiesos y la base 
cuneada hasta cilindrica; son erectos al menos al principio, con grandes y profundas 
dentaciones, de forma cuneiforme en la base; la mitad de la costilla es gruesa y la 
nervadura central engrosada. Su epidermis es verde, ligeramente grisacea (Bravo y 
Sanchez, 1985; Britton y Rose, 1963). 

Las aréolas en la base de los tallos presentan con frecuencia pelos picudos o pequefias 
cerdas; las aréolas de los tallos cilindricos primarios presentan cerdas o pelos que se 
generan a fo largo de fos margenes de las ramas aplanadas y las aréolas de los 
filoctadodios (tallos secundarios) se encuentran en las axilas de los Iébulos, sustentadas 
por pequefias escamas que sen pequefias, circulares y desnudas 0 con cerdas finas ya 
veces espinas rudimentarias. Las espinas normalmente faltan en las plantas maduras, 
pero con frecuencia se encuentran representadas por delgadas cerdas en los brotes y 
formas juveniles; en tas aréolas del Pericarpelo se encuentran de 0 a 2 y hasta 8 espinas 
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setosas, carecen de hojas verdaderas. Las aréolas se encuentran distantes entre si de 2 a 

5 cm, en promedio 3 cm (Bravo y Sanchez, 1985; Britton y Rose, 1963). 

Las flores son grandes, miden de 10 a 15 cm de longitud, su color es blanco 0 con tinte 

rosado a carmesi, muy olorosas, diurnas y permanecen expandidas por varios dias. La 

floraci6n ocurre en primavera y en verano (Graf, 1970). 

EI pericarpelo presenta largos podarios decurrentes y con bractéolas que llevan en las 

axilas de 0 a 2 espinas setosas hasta de 7 mm de longitud. El tubo, de 10 a 12 cm de 

largo, casi siempre mas largo que el perianto, delgado, cilindrico, angosto, mas o menos 

Curvo, presenta escamas lineales de 2 a 3 cm de largo. El limbo de los pétalos mide de 10 
a 12 cm de ampilio, de color crema a amarillo verdoso. Los tépatos exteriores brotan 2 cm 

del dpice del tubo, son lineares, lanceolados, de color crema hasta amarillentos; tépalos 

interiores mas anchos que los exteriores, blancos, con el apice acuminado y el margen 

lacerado o serrado. 

Los filamentos son comunmente largos, nacen del apice del tubo o estan diseminados 

sobre la superficie de la garganta; la camara nectarial es larga y angosta; la camara de! 

ovario es oblonga; los segmentos de! perianto interiores son oblancelados, pronto caen 

del ovario; e! estilo es elongado, blanco o coloreado, mas corto que el perianto, el estigma 

es angosto, los lébulos del estigma son lineares, de éstos se cuentan hasta 21; et ovario 

es escamoso, algunas de las escamas alcanzan de 2 cm de largo y se pueden observar a 

simple vista. 

Sus frutos no presentan espinas, son de color purpura o rojos, desnudos o con pocas 

escamas (raramente presentan muchas), con axilas frecuentemente desnudas. La forma 

de los frutos es globular u oblonga, es corto o angosto, terminan en un cuello con podarios 

escasos formando costillas ligeramente marcadas, frecuentemente con pocas arrugas, 

algunos con tubérculos. El pericarpelo al principio es verde, después rojizo; su pulpa es 

comestible, insipida; cuando madura se divide de su parte inferior exponiendo el interior 
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camoso. Las semillas presentan forma Ovoide, son pequefias, de testa negra, brillante y 
flaveolada; el perisperma es pequefio; el embrién tiene cotiledones grandes y foliados, 
que algunas veces persisten por un largo tiempo (Britton y Rose, 1963; Bravo y Sanchez, 
1985). 

Esta planta omamental ha sido una de las favorita de entre su género y se han producido 
varios hibridos con ella (Britton y Rose, 1963). Estos hibridos han sido creados por 
cruzamiento de especies con flores de colores encendidos y diurnas (especies de los 
géneros Nopalxochia, Heliocereus y Disocactus). E. crenatum posee hermosas flores en 
forma, tamafio y fragancia raras entre otras plantas (Trager, 1985), su color blanco puro o 
con matices de color carmesi que le confieren un aspecto destellante y llamativo (Graf, 
1970). Ya que sus ramas son Separadas y largas (se considerada que esta especie 
enraiza facilmente; Lazarte et af, 1982; Mauseth, 1979), los tallos de 15 a 20 cm 
(esquejes) pueden ser usados para la multipticacién comercial, por lo que la propagacién 
in vitro puede ser favorable para un incremento rapido de plantulas usando menos 
material vegetal (Lazarte et af: 1 982). 

4.4 Metabolismo acido de Crasulaceas (CAM). 

El término CAM se utilizé primariamente dando el crédito a las observaciones de Heyde 
(1813) en hojas de la especie Bryophyilum calcycinum, miembro de la Familia 
Crassulaceae, por lo que se le conoce como el metabolismo acido de Crasulaceas 
(Crasulacean acid metabolism, CAM por sus siglas en inglés). Heyde expone que las 
plantas “son en la mafiana como acido y conforme avanza el dia, pierde su acidez’, Pero 
los primeros en descubrir el fenémeno fueron los antiguos fomanos, quienes notaron que 
plantas de Sedum acre {también Crassulaceae) tenian un sabor mas amargo en la majiana en relacién con el que se presentaban durante la noche (Winter, 1985).



  

  

Antecedentes. 

  

El proceso del metabolismo acido de Crasulaceas (CAM) consiste en la fijacién nocturna 

de CO: del aire por los érganos fotosintéticos de las plantas superiores en una reaccién 

catalizada por la enzima PEP carboxilasa. El CQ; fijado es acumulado en forma de acido 

malico en la vacuola de la célula. Durante el dia, el acido malico es transportado de nuevo 

al citoplasma donde es descarboxilado enzimaticamente y ei CO; liberado es incorporado 

a carbohidratos a través del ciclo de Calvin en el interior del cloroplasto (Medina et al., 

1989; Figura 1). Los cambios del nivel de acido malico durante el dia y la noche son 

acompafiados por fluctuaciones reciprocas de los carbohidratos almacenados, los cuales 

suministran el sustrato para la sintesis nocturna de acido (acidificacién) y son 

tesintetizados durante el dia por la descarboxilacién del acido malico (desacidificacién; 

Winter, 1985) 

El acido mas abundante en las plantas CAM es el acido mlico, pero en algunas especies 

se acumulan en menor grado los acidos citrico e isocitrico, derivados del acido malico. Sin 

embargo, éstos ultimos suelen presentar escaso cambio de concentracién durante las 

horas de luz y de oscuridad (Keeley y Keeley, 1989; Osmond, 1978). 

Es posible definir CAM de acuerdo a los siguientes criterios (Ting y Rayder, 1985; Medina 

et al., 1989): 

e Una fluctuacién masiva diuma de acidos organicos, acido malico, de 100 a 200 yeq por 

gramo de tejido fresco. 

« Los acidos orgdnicos, los cuales son altos en la mafiana y bajos en la noche, fluctuan 

teciprocamente con el almacenamiento de glucanos. 

e Los estomas estan abiertos durante la noche y cerrados durante las horas de luz det 

dia. . 

© La fijaci6n de COz del aire y la pérdida de agua son principalmente en la noche cuando 

los estomas estan abiertos. Si la Unica fuente de CO2 para la acidificacién nocturna 

proviene del aire circundante, por cada mol de CO, fijado deberia sintetizarse dos 

equivalentes de acido (relacién acido malico / CO2 2:4). 
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« Los niveles de actividad de PEP carboxilasa son altos durante la noche. 

* Abundancia de "°C en el tejido fotosintético. La fijacion de COz a través de la enzima 

PEP carboxilasa conlleva una baja discriminacién del isétopo de carbono pesado del 

aire (°C), en contraste con la fijacién de CO, a través de RuBP carboxilasa, que 
presenta una fuerte discriminacién contra el °C. Por lo tanto, la incorporacién del CO2, 

fijado durante la noche a la materia organica sintetizada, durante el! dia siguiente resulta 

en los valores de /°C son mas elevados en plantas CAM (similares a los de las plantas 

C,) en comparacién con las plantas C3. Se considera que la determinacién del valor de 

IC en el tejido fotosintético de una planta puede indicar si la fijacién primaria de CO, 

ocurre principalmente a través del mecanismo de PEP carboxilasa (plantas CAM y C,) 

o de la RuBP carboxilasa (plantas C3). Como en las plantas CAM coexisten los dos 

mecanismos enzimaticos dentro de la misma célula, el valor de /°C de la materia 

organica representa un promedio indicador de ta proporcién de CO, incorporado via 

PEP carboxilasa durante la noche, con respecto al CO2 externo incorporado via RUBP 

carboxilasa durante el dia. 

El metabolismo acido de Crasulaceas (CAM) representa una de las tres clases principales 

de metabolismo fotosintético en plantas superiores. CAM es esencialmente una opcién de 

supervivencia para las plantas que lo presentan (Osmond, 1978). La relevancia ecolégica 

de CAM esta basada en el patron inverso de tos movimientos estomaticos realizados por 

las plantas CAM. (Kluge ef a/., 1981). 

Es casi incuestionable que CAM es una secuencia metabdélica relacionada con la 

adaptacién a ambientes aridos (Ting, 1985). Sin embargo, varias explicaciones son 

técnicamente incorrectas al describir que todos los ambientes pata CAM son aridos 

(Gibson, 1982), pues es bien conocido que el metabolismo CAM no es el unico 

mecanismo exitoso para la sobrevivencia en zonas aridas en donde se han desarrollado 

plantas superiores (Medina ef a/., 1989). Es verdad que las plantas CAM viven én 

ambientes en donde deben resistir periodos diurnos y estacionales de condiciones 

alteradas de humedad y muy secos (Gibson, 1982). Suelen encontrarse donde et agua es 
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escasa 0 de dificil acceso, incluyendo tegiones desérticas y semidesérticas, marismas y 
sitios epifitos (zonas semidridas subtropicales y tropicales). Ademas, aunque los cactos 
son vistos tipicamente como plantas con tallos muy suculentos, aproximadamente el 7 % 
de las 1 600 especies de cactos son epifitas, muchas de las cuales se encuentran en 
regiones humedas tropicales y subtropicales (Nobel y Hartsock, 1990). Numerosas 
especies de cactos epifitos tienen tallos delgados sin espinas; un tallo delgado como hoja 
puede ser una adaptacién para maximizar la absorcién de la radiacién luminica en 
habitats sombreados, coma las selvas (Nobel y Hartsock, 1990). 

Se ha demostrado que el mecanismo bioquimico CAM es mas activo en ambientes con 
marcada oscilacién térmica diaria. Las temperaturas nocturnas moderadas favorecen la 
acumulacién de acido malico, mientras que tas temperaturas altas la inhiben. La razon de 
este comportamiento puede encontrarse en la competencia por el sustrato entre el cicio 
de Krebs y la reaccién de fijacién de CO, catalizada por PEP carboxilasa. Aparentemente, 
un metabolismo CAM activo esta asociado a una actividad respiratoria menor dentro de ta 
misma célula. Los éptimos térmicos para la fijaci6n de COz y Ia acidificacion durante ta 
noche varian con fas condiciones de temperatura durante el crecimiento (Medina et al., 
1989). 

Por otra parte, el mecanismo CAM es mas activo en ambientes con alta intensidad de tuz 
debido a que favorece la acumulacién de carbohidratos en los cloroplastes (almidén) y en 
el citoplasma (sacarosa), los cuales serviran para generar el sustrato necesario para la 
reaccién de carboxilacién y, ademas, junto con las temperaturas elevadas, favorece en la 
descarboxilacién del Acido malico acumulado en las vacuolas durante la noche (Medina et 
al., 1989). 

El CAM se ha encontrado en cientos de especies en 26 familias de angiospermas 
(incluyendo Cactaceae, Orchidaceae, Bromeliaceae, Liliaceae y Euphorbiaceae), en 
algunas pteridofitas y quiza en ta gimnosperma Welwitschia mirabilis (Salisbury y Ross, 
1994). Una inspeccién de esas familias, desde un punto de vista filogenético, muestra 
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claramente que CAM ha evolucionado independientemente en la mayoria, si no es que en 

todas, esas familias. El origen de CAM puede ser demostrado por varios tipos de 

evidencia: CAM ocurre en grupos divergentes tales como Pteridofitas, Gnetales 

(Welwitschia), y angiospermas; en angiospermas (en familias altamente especializadas); 

en algunos dérdenes como en los Liliales (Agavoidae) y probablemente en 

Chenopodiiflorae (Centrospermae, Aizoaceae, Cactaceae, Didiereaceae y Portulacaceae) 

y dentro de una unica familia en donde se presentan en las formas mas primitivas de Cs, 

como en Orchidacea (Gibson, 1982). Debido a que CAM ha sido adoptado en varios 

grados por gran numero de plantas de origenes filogenéticos ampliamente separados y 

debido a la expresi6n de CAM en un contexto ecoldgico de la planta completa, la 

definicisn de CAM requiere de un ejercicio de semantica (Osmond, 1978). CAM es, por lo 

tanto, definido apropiadamente sobre un fundamento puramente mecanisista (Winter, 

1985). 

De modo general, la anatomia de las plantas CAM se caracteriza por un clorenquima 

estrechamente empaquetado con gran cantidad de vacuolas donde se acumula el acido 

mialico, presentan una fraccién volumétrica baja de los espacios de aire intercelular del 8 

% de aire por volumen (Nobel y Hartsock, 1990) y el tejido dominante es frecuentemente 

el parénquima almacenador de agua (Nobel y Hartsock, 1990). Ademas, e! mesofilo 

generalmente no esta diferenciado en capas de parénquima en empalizada y esponjoso. 

Estas caracteristicas de CAM son importantes bajo condiciones limitadas de agua 

(Guralnick et al, 1986). Por otro lado, carecen de peridermis por un periodo largo; 

presentan gran desarrollo de la cuticula para maximizar la resistencia a perder agua; 

presentan estomas sobre toda la superficie de tos brotes pero en densidades bajas; en el 

clorenquima se observan grandes células vacuoladas con numerosos cloroplastos, no 

tienen esclereidas y, en su mayoria, carecen de fibras primarias de floema. En 

dicotiledéneas, es comtin fa ocurrencia de lefia blada, ta cual algunas veces es 

pobremente desarrollada y, por ultimo, se observa un alargamiento de la médula en los 

tallos (Gibson, 1982).
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4.4.1, Fases de CAM. 

Osmond (1978) observa que muchas especies cuando funcionan en el modo CAM, 
Presentan cuatro fases del metabolismo durante un ciclo de 24 horas, en plantas bajo 
condiciones de riego adecuadas. Los Procesos de asimitacién de CQ, en las cuatro fases 
estan estrechamente relacionadas y No pueden ser tratadas aisladamente. Por ejemplo, ta 
longitud de la fijacién de CO; y la sintesis de Acido malico en la oscuridad (fase |) es 
marcadamente dependiente de la intensidad de luz y la temperatura durante la fase IV 
(Osmond, 1978). Las fases de CAM pueden ser identificadas por su intercambio de gas 
sdlo bajo condiciones ambientaies optimas (Kluge et ai., 1982). 

Fase I: Procesos nocturnos de CAM y fluio de carbono en CAM. Durante la noche el COz 
externo junto con el COz suplementado endégenamente por la respiraci6n, es fijado por la 
&-carboxilacion de PEP. La reaccién es catalizada por PEP carboxilasa, la cual es 
considerada la enzima clave de CAM. La PEP usada en la 8-carboxitacién es generada 
via glucdlisis de los carbohidratos almacenados, el almidén se degrada por glucdlisis 
hasta PEP (Kluge et af, 1982). La determinacién de tos valores de /°C de varios extractos 
de hojas de K. daigremontiana en tiempos opuestos del ciclo dia/noche han guiado a la 
conclusion de la existencia de dos vias glicoliticas separadas: una via Provee PEP por &- 
carboxilacién por rompimiento de compuestos de azicar insoluble relativamente ticos en 
Bo y otra es el suplemento de piruvato Por respiracién, por rompimiento de azicares 
Solubles relativamente pobres en "°C (Winter, 1985). 

El CO2 (HCO*) reacciona con el PEP para formar oxaloacetato, ef cual se reduce 
entonces a Acido malico por la accién de una malato deshidrogenasa dependiente de 
NADH. La reduccién def oxaloacetato puede ocurrir en el citosol y en la mitocondria 
(Winter, 1985). La enzima NADP malato deshidrogenasa se activa por la luz y esta 
localizada en los cloroplastos (Winter, 1985). Los iones H* que provienen del acido malico, 
son transportados a la gran vacuola central (la cual comprende aproximadamente el 95 % 
del volumen total del protoplasto de las células CAM; Winter, 1985) por una ATPasa y una 
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bomba de pirofosfatasa y los iones malato siguen a! H” al interior de la vacuola. Aqui se 

acumula acido malico, en concentraciones que llegan a 0.3 M o mas, y es almacenado 

durante toda la noche hasta que sale el sol. Esta acumulacién hace muy negativo el 

potencial osmético de las células, de manera que pueden absorber agua y almacenarla 

cuando la planta se encuentra en suelo salino 0 seco (Salisbury y Ross, 1994). 

Durante la oscuridad, no opera el ciclo de reduccién fotosintética de! carbono, como se 

manifiesta por el decremento en el poo! de- Rubisco y el incremento del poo! de 

seudoheptulosa-1,7-bifosfato en Kalanchoe daigremontiana (Winter, 1985). Fructuosa-1,6- 

bifosfato y sedoheptulosa-1,7-bifosfato de K. daigremontiana son fotorreguladas en forma 

similar, como ocurre en las plantas C3 y C4 (Winter, 1985). 

Durante el periodo de luz que sigue a la fase |, el Acido malico es liberado de la vacuola y 

descarboxilado. Este paso provee COz, el cual sirve al ciclo de Calvin como fuente de 

sustrato endégena; por lo tanto, el CO. externo finalmente es asimilado por la via 

fotosintética (Figura 2). E! residuo de tres carbonos obtenido por la descarboxilacién del 

malato puede ser completamente oxidado (entonces produce mas CO2), o -después de la 

conversién de PEP- puede ser usado en la gluconeogénesis (Kluge et a/., 1982). El patron 

del flujo total de CAM sugiere que el dcido malico sintetizado en ta noche sirve de 
almacén de COz, el cual es restaurado por la fijacién de CO, nocturna y agotado por ta 

fotosintesis el dia siguiente. El almacenamiento endégeno del CO2 permite a la planta 

mantener su fotosintesis operando tras el cierre de los estomas permitiéndole entonces a 

fas plantas asimilar el carbono con una pérdida minima de agua (Kluge et a/., 1982). 

Fase Il: Flujo de carbono durante et inicio del_periodo de luz. Después del periodo de 

oscuridad (en el cual es tipica la toma neta de COz2), aproximadamente las dos primeras 

horas del periodo de luz se caracterizan por la toma exclusiva de COz. La duracién de 

esta explosiva toma es igual a la fase Il del ciclo diurno de CAM. De hecho, fa fase Il es 

una transicién entre los procesos de fijacian de CO, durante la noche y los principales 

procesos del periodo de !uz (asimilacién final de! CO. cosechado en la noche por la 
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fotosintesis). Durante fa fase Il existe una complicada situaci6én la cual no esta 

completamente entendida (Kluge ef a/., 1982). 

Una caracteristica de la fase Il es la coincidencia de tres procesos basicos, cada uno de 

los cuales contribuyen a determinar la direccién de! flujo de carbono durante esta fase. 

Estos procesos son: a) Los pasos metabdlicos nocturnos de CAM, esto es, la fijacion 

mediante PEP carboxilasa y la sintesis concomitante de Acido mialico (via C,), y el 

transporte del Acido malico en la vacuola; b) la exportacién de Acido malico de la vacuola y 

la degradacién metabdlica del Acido malico y c) la operacién del ciclo reductivo de pentosa 

fosfato (via C3, las enzimas fosfoenolpiruvato y ribulosa bifosfato carboxilasas estan 

activas durante este tiempo), el cual no sdélo media la refijacion del COz derivado del 

malato, sino que debe proveer también compuestos de tres carbonos los cuales pueden 

ser convertidos a PEP y entonces ser consumidos por la via C,. La principal raz6n de la 

complicacién del flujo de carbono durante la fase Il deriva del hecho de que, durante toda 

esta fase, esos procesos coinciden, cambiando sus actividades continuamente en relacion 

el uno con el otro. Como consecuencia, la corriente de flujo de carbono no es constante 

durante la fase II; por el contrario, experimenta un cambio continuo, de un patron tipo fase 

| al principio del patrén tipo fase Ill, al término de ésta (Figura 2). Hay evidencia de que 

estos cambios se deben a la respuesta de [as concentraciones del intercambio de CO2 a 

O2 en la fase Il (Kluge ef a/., 1982). 

Inicialmente, durante la fase Il el CO2 exdgeno es fijado principalmente por la accién de 

PEP carboxilasa fo cual guia a una dominancia de los productos C, en el patron de 

marcados, mientras que en la ultima parte de la fase Il la fijacin de CO2 es mediante 

RuBP carboxilasa, por fo que se suprime la via C4. Esto conduce a un patron de marcados 

de tipo C3 (Fisher y Kluge, 1984; Kluge ef a/., 1982). 

Cerca del pico del intercambio de CQ de la fase I], hay un marcado incremento en el 

eflujo del Acido malico de la vacuola (Winter, 1985). El decline de la fijacién de CO2 en la 

oscuridad refleja un incremento en la inhibicibn de la accion de PEP carboxilasa. La 
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fijacién en la luz declina, presumiblemente, porque durante toda la duracién de la fase tI la 

descarboxilacién del acido médlico previamente aimacenado se incrementa de modo 

importante y estos procesos saturan al aparato fotosintético con los productos de la 

descarboxilacién. Entonces, el CO2 externo no es excluida de forma elevada de la 

fotosintesis y finalmente durante la fase IN, la fotosintesis depende enteramente del 

carbono endégeno, que es derivado del agotamiento del acido malico (Fisher y Kluge, 
1984). 

Durante la primera parte de la fase II, las vacuolas pueden alin almacenar malato. En 

hojas suculentas bien irrigadas, durante este periodo la contribucién del COz para la 

ganancia total diaria de carbono puede ser substancial, particularmente en ambientes de 

temperaturas bajas, después de noches cortas (Winter, 1985) o cuando la acumulacién 

del acido malico durante la noche previa ha sido advertida (Fisher y Kluge, 1984). Este 

fenémeno justifica que el comportamiento de almacenaje de las vacuolas sea importante 

para el contro! de ja via del flujo de carbono durante la fase Ill. Es concebible que el 
cambio de comportamiento de la vacuola como un aimacenador a una fuente de acido 

malico puede cambiar el pH citoplasmatico. Tales transformaciones pueden entonces ser 

fesponsables de los cambios drasticos en las propiedades tegulatorias de PEP 

carboxilasa que ocurren en Ia fase Il, esto es, que durante la fase Il, PEP carboxilasa se 

torna mas sensible a !a inhibicién por malato y pierde en un grado alto su afinidad por el 

substrato fosfoenolpiruvato. Esto representa una interrelacién entre ta vacuola y las 

propiedades de PEP carboxilasa y puede entonces amplificar el cambio en el flujo del 

carbono del inicialmente (y atin dominante) modo C, al modo C; al finalizar la fase |i 

(Fisher y Kluge, 1984); entences, la vacuola puede ser considerada el} primer factor 

determinante en el flujo del carbono en la fase II y también durante tas otras fases de 

CAM (Kluge et a/., 1982). 

Durante la primera etapa de fa fase II la vacuola atin actua como un reservorio en donde 

el malato, ya sintetizado, puede ser almacenado. El poo! de malato citoplasmatico es, 

entonces, mantenido a niveles bajos, permitiendo ta actividad no inhibida de PEP 
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carboxilasa. Por consiguiente, el flujo de CO. externo es preferentemente por la via C4 en 

lugar de ser fijado por RuBP carboxilasa (Fisher y Kluge, 1984). 

El control de la fase I] puede ser explicado asumiendo que dos factores principales estan 

involucrados en la regulacion del flujo del carbono: (a) el comportamiento de almacenaje 

de la vacuola y (b) el control de la actividad de PEP carboxilasa (Kluge et a/., 1982). En la 

Ultima parte de la fase II, el comportamiento de la vacuola deja de actuar como reservorio 

para funcionar como una fuente de dcido malico, esto es, con el duracién de la fase II el 

acido malico previamente almacenado es liberado de modo considerable, posteriormente 

metabolizado y ef acido mialico sintetizado menos recientemente puede entrar a la 

vacuola. Este cambio en.la vacuola no es disparado por la sefial de Ia luz, en su lugar, de 

manera no conocida, por fa concentracién de acido malico. Como consecuencia del 

cambio del comportamiento del almacenaje, ef nivel del acido médlico de! citoplasma 

incrementa, convirtiendo a la PEP carboxilasa de una forma metabdlicamente activa a una 

forma metabdlicamente inactiva y entonces inhibe ta sintesis de acido malico. El Acido 

malico previamente almacenado ahora se encuentra disponible para la descarboxilacién y 

los productos de este paso entran a la fotosintesis y saturan la capacidad de la via 

fotosintética (Fisher y Kluge, 1984). En las plantas CAM, las propiedades regulatorias de 

PEP carboxilasa experimentan cambios caracteristicos durante todo el ciclo diurno de 

CAM. Durante la noche (fase I), PEP carboxilasa tiene una sensibilidad baja al inhibidor L- 

malato o una afinidad alta para el substrato PEP. Tales propiedades pueden favorecer fa 

fijacion de CO2 via C4. En contraste, durante el dia, PEP carboxilasa es altamente 

sensible a la inhibicién por malato y tiene una baja afinidad por el substrato PEP (Kluge ef 

al., 1982). 

La sincronizaci6n de esos cambios en el metabolismo de! carbono de la fase II varia 

considerablemente, en especial cuando el ciclo tuz/oscuridad deriva de un patron 

“estandar” 12h luz/12h oscuridad; conforme e! periodo de oscuridad es acortado, la 

duracion de fa toma brusca de CQz2 estimulada por ta luz se incrementa y una proporcién 

incrementada de CO durante la fase II es fijada por PEP carboxilasa. Las observaciones 
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indican el hecho de que el contenido de Acido mialico de! tejido se incremente 

marcadamente durante la fase I! siguiendo un decremento producido inmediatamente 

después de la iluminacién, puede estar relacionado a las condiciones de noche corta. 

Después de periodos de oscuridad largos sélo ocurre una pequefia toma brusca de CO 

estimulada por la tuz, con una contribucién insignificante de la carboxilacion de PEP para 

la adquisicién de carbono (Winter, 1985). 

Fase ll}: flujo de_carbono durante la _descarboxilacién. La fase fl! ocurre en la luz y 

consiste en la descaboxilaci6n del acido y la refijacidn del CO2 con los estemas cerrados 

(Kluge ef a/., 1982) a través del ciclo de reduccién fotosintética del carbono (ciclo de 

Calvin), mas la reduccién de los remanentes esqueletos de tres carbonos a carbohidratos. 

Durante la luz del dia, el 4cido malico se difunde pasivamente hacia afuera de la vacuola y 

se descarboxila mediante uno o mas de tres mecanismos (Winter, 1985). La 

descarboxilacion del Acido malico es por la accién secuencial que involucra la NAD malato 

deshidrogenasa y la PEP carboxikinasa en el citosol, por la enzima NADP malica en el 

citosol o por la enzima NAD milica en la mitocondria (ver *, ** y *** de ta Figura 1). 

Et mecanismo que se utiliza depende en gran parte de la especie. La distribucion de las 

enzimas entre las especies parece obedecer a fronteras taxonémicas y las plantas CAM 

han sido clasificadas en las especies tipo PEP carboxikinasa y especies tipo enzima 

malica. PEP carboxikinasa esta presente, por ejemplo, en especies de Asclepiadaceae, 

Bromeliaceae y Euphorbiaceae, especies de estas familias tienden a presentar 

actividades muy bajas de enzimas NADP y NAD milica. Las familias Agavaceae, 

Aizoaceae, Cactaceae, Crassulaceae y Orchidaceae son enzima NADP y NAD malica 

(Winter, 1985). 

El CQ2 que se libera se concentra mucho en las células y es refijado (sin fotorrespiracién) 

por la rubisco en 3-PGA del ciclo de Calvin, !o que conduce a la formacién de sacarosa, 

almid6n y otros productos fotosintéticos. El piruvato que se forma por descarboxilacién se 

convierte en PEP por accién de la piruvato fosfatodicinasa; después el PEP es utilizado: 

25



  

Antecedentes. 

  

  

parte en la respiracion, parte se convierte en aziicares y almidon por glucdlisis inversa; y 

parte se transforma en aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, lipidos y compuestos 

aromaticos (Winter, 1985). 

Durante la fase Ill, el consumo del acido malico y la refijacién del CQ, liberado 

internamente por el ciclo de reduccién fotosintética del carbono, son procesos 

estrechamente relacionados. En la parte inicial de la fase lil, la tasa de produccién de CO2 

del acido malico excede la tasa de toma de CQz, causando Ia presién parcial intracelular 

del COz (pi). Se asume comunmente que este incremento en pi conduce al cierre de 

estomas. Esta alta presién parcial intercelular explica por qué las plantas CAM muestran 

las tasas mas rapidas de fotosintesis durante Ia fase ill. Las altas tasas fotosintéticas 

combinadas con una conductancia foliar baja, también causan la presién parcial 

intercelular de O2 que se incrementa. La presién de gas incrementada esta asociada con 

una proporcion considerablemente reducida del O2/CQ en espacios intercelulares durante 

la desacidificacién. Esto sugiere que una de las principales funciones de CAM es servir 

como un mecanismo concentrador de COz2 en Ia tuz, reduciendo la fotorrespiracién y la 

inhibicién de la fotosintesis por O2 (Winter, 1985; Medina ef a/., 1989). Este mecanismo 

concentrador de CO2 asociado en CAM durante la fase [II permite una inversién reducida 

de nitrégeno dentro de la proteina RuBP la cual constituye menos del 20 % de las 

proteinas solubles totales en hojas de K. pinnata, en lugar de arriba del 50 % 

frecuentemente en hojas de especies de C3 (Winter, 1985). 

Es caracteristico de la fase IN que la fotosintesis dependa enteramente de! carbono 

suplementado de la descarboxilacién del acido malico. Como ya se menciond, las 

Propiedades de PEP carboxilasa, junto con aquellas de la vacuola, previenen !a via C, 

interfiriendo la asimilacién final det carbono derivado del malato. El CO2 externo es 

excluido casi completamente del aparato de fijaci6n de CO2. Las concentraciones altas de 

CO; intercelular, que se presentan como consecuencia de la descarboxilacién de! malato, 

pueden ser una razon de este fenémeno (Kluge ef al., 1982). 
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Con anterioridad se mencioné que la sefial de la luz no es necesaria para disparar la 

liberacién del Acido malico. Sin embargo, ta luz tiene un efecto claro sobre la velocidad y 

el grado en el cual el acido malico es consumido durante la fase Ill. Se puede concebir 

que la luz actue sobre la descarboxilacién por la regulacién fotosintética de la 

concentracién interna de CO2. Una concentracién razonablemente baja de CO; interno 

durante la fase Ill es un pre-requisito para el funcionamiento de las descarboxilasas 

involucradas en el agotamiento del malato. Las altas tasas de descarboxilacién son 

esencialmente requeridas para mantener el citoplasma libre del malato y, de esta forma, 

mantener un gradiente adecuado cuesta abajo en la concentracién del Acido malico entre 

la vacuola y el citoplasma. Debido a que el eflujo del dcido malico de la vacuola hacia el 

citoplasma es pasivo, una liberacién efectiva del malato de la vacuola puede depender 

estrictamente de ese gradiente. La necesidad de altas tasas de descarboxilacién es 

ilustrada mejor por la circunstancia de que, en las células de plantas CAM, el volumen del 

citoplasma es menor que el 1 % de fa vacuola, por lo que, atin cantidades pequefias de 

malato acumulado en el citoplasma podrian destruir el gradiente y prevenir el posterior 

flujo del acido malico de ia vacuola (Kluge ef al., 1982). 

Fase IV: flujo del carbono durante el_ultimo periodo de luz. La fase IV ocurre durante la 

ultima parte del periodo de luz después de que la desacidificacion se completa (Edwards y 
Walker, 1983), cuando, en presencia de un potencial hidrico foliar lo suficientemente alto, 

fos estomas puedan abrirse y el CO, externo sea fijado. La fase 1V se realiza en un 

periodo de luz adecuado y condiciones ambientales en donde se permita el consumo del 

malato, esto es, intensidades de luz y temperatura altas (Kluge ef a/., 1982). 

Durante la fase IV, ef consumo del malato es completado y el CO, enddgeno no satura de 

modo considerable el aparato fotosintético (Kluge et a/., 1982). La fase IV consiste en la 

fijacién de CO. atmosférico predominantemente via la enzima ribulosa bifosfato 

carboxilasa (Edwards y Walker, 1983). Conforme el poo/ del acido malico se agota, la tasa 

de fijacisn de CO2 progresivamente excede la tasa de produccién de COz interna 

causando el decline de la presién parcial de COz intercelular. La conductancia estomatica 
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se incrementa y cantidades substanciales de CO. atmosférico pueden ser tomadas a una 

tasa mas o menos elevada y, en cantidades substanciales constantes hasta el comienzo 

del periodo de oscuridad (Winter, 1985). En especies de Kalanchoe, tos productos de la 

fijacién de CO2 durante la fase IV son azicares sumamente solubles, los cuales pueden 

ser usados de modo preferencial para crecimiento en vez de utilizarse en fa regeneracién 

de PEP para la fijacién de CO2 en la oscuridad. PEP carboxilasa no es completamente 

inactiva durante ja fase IV (Winter, 1985), pues el CO2 externo puede ser transferido 

substancialmente a malato. Este efecto indica la actividad de la via C4 durante la fase IV 

(Kluge ef al., 1982). 

Resultados recientes sugieren que la fase IV no se encuentra en una situacién de estado- 

estable, al menos no durante las primeras dos horas de la fase IV. Los experimentos de 

4CQ, indican una situacién similar a la observada durante la fase II. Esto es, las tasas de 

fijaci6n de “COz, indican que también existe un cambio al ser observadas durante la 

noche y en la oscuridad y junto con el patrén de marcadores obtenidos, sugieren que 

también existe un cambio en Ja fase IV entre las actividades relativas de las vias C3 y C4. 

Sin embargo, este cambio es casi una “imagen de espejo” de la fase iI: durante las etapas 

iniciales de la fase IV, la via C3 domina sobre la via C4 y asi la fase IV se mantiene, esta 

situacién se invierte gradualmente (Figura 2; Kluge ef af., 1982). 

Puede considerarse que, como ocurre durante la fase Il, la vacuola y el control de PEP 

carboxilasa son los principales factores involucrados en la regulacién del flujo del carbono 

durante {fa fase IV. La vacuola, ahora con el acido malico agotado, actla como reservorio, 

una vez gue el Acido malico sintetizado pueda entrar en la vacuola con una gran facilidad 

y pueda ser almacenado ahi. Asimismo, los cambios de las propiedades de PEP 

carboxilasa permiten !a sintesis efectiva de Acido mdlico. En otras palabras, durante la 

fase 1V la sensibilidad de la enzima a la inhibicién del malato decrece y la afinidad a PEP 

se incrementa. Al final de la fase IV, se presenta un patron del flujo del carbono muy 

parecido al de la fase I: el COz externo ahora guia predominantemente a la sintesis de 

malato. Sin embargo, ya que la luz esta presente, la fijacion fotosintética del carbono 
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puede proceder, pero los fragmentos C-3 producidos hasta este punto son consumidos en 

la via Cy. La similitud entre las Ultimas etapas de la fase !V con el flujo de carbono durante 

la fase | se hace mas evidente si la fase IV es prolongada extendiendo el periodo de tuz 

(Kluge et a/., 1982). 

4.4.2. Control de CAM. 

Debido a que CAM responde a un complejo de factores externos e internos, resulta dificil 

estar seguros de que CAM esté presente en una planta determinada bajo condiciones 

particulares de cultivo (Osmond, 1978). 

Aunque la capacidad de una planta para realizar metabolismo CAM esta genéticamente 

determinada, su control también es ambiental y ontogénico. En general, el metabolismo 

CAM se ve favorecido por los dias calurosos con niveles de irradiacién elevados, noches 

frias y suelos secos, situaciones todas que predominan en los desiertos. Las 

concentraciones elevadas de sal en el suelo, que causan una sequia osmotica, también 

favorecen un metabolismo CAM. 

Algunas especies (cactaceas en especial) pueden permanecer, en condiciones de sequia, 

con los estomas cerrados por semanas, sin ganar ni perder mucho CO2, aunque aun 

haciendo uso de cierta energia luminosa para fotofosforilar durante las horas de luz. 

Dentro de las 25 6 mas familias con especies CAM, hay especies que cambian de C3 a 

CAM en respuesta a perturbaciones ambientales (disponibilidad de agua) 0 como un 

resultado de la ontogenia (Ting y Gibbs, 1982). Estos cambios han lievado a la conclusién 

de que CAM es una forma de adaptacién a ambientes secos. La razon es que los estomas 

estan abiertos en la noche, cuando !a demanda de evaporacién es baja, y cerrados 

durante la fuz del dia, cuando la demanda de evaporacién es alta. La conservacién de 

agua es entonces, claramente, un aspecto decisivo de CAM. (Ting y Gibbs, 1982). 
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4.4.2. Variantes de CAM. 

Donde algunas especies CAM presentan estrés hidrico, los estomas tienden a cerrarse y 

hay una disminucién del metabolismo CAM, a lo cual se ha nombrado “idling” (T ing y 

Rayder, 1985). En CAM-idling los estomas estan cerrados en el dia y en la noche, 

resultando que casi no existe pérdida de agua mientras que se restringe la toma de CO, 

externo (Winter ef a/., 1986), pero atin hay una fluctuacién diurna de Acidos organicos, 

aunque muy disminuida. CAM-idling es interpretado como un mecanismo conservador de 

carbono que permanece del resultante reciclado del COz generado internamente. Tal 

reciclado puede mantener a las plantas en equilibrio (es decir, que sobrevivan) en un 

estado moderadamente activo con una rapida respuesta a condiciones favorables de agua 

y asimilar CO2 atmosférico (Ting y Gibbs, ~ 1982; Winter et a/., 1986). No se puede 

presentar un crecimiento neto ya que no existe una toma neta de COz, pero parece que el 

metabolismo activo es mucho mas prolongado que como se presenta normaimente {Ting 

y Rayder, 1985). También el reciclado (CAM “idling”) influye en una fotosintesis activa {si 

bien en un nivel bajo), quizas previniendo la inhibicién foto-oxidativa de los fotosistemas, 

la cual puede producir un dano irreversible (Ting y Gibbs, 1982). 

En otros grupos de plantas tales como Peperomia (Peperaceae), y Pereskia (Cactaceae), 

las plantas muestran fotosintesis C3 bajo condiciones de agua adecuada. Cuando estan 

en estrés hidrico, los estomas se cierran en el dia y en la noche y hay una induccion de 

CAM-idling. Como en Peperomia, algunas otras especies tales como Portulacaria afra 

(Portulacaceae) y Mesembryanthenum (Azioaceae) son C3 cuando crecen bajo un estatus 

hidrico favorable, pero cambian a CAM o CAM-idling cuando estan en estrés hidrico o 

cuando se irrigan con solucién salina. 

En el grupo de plantas suculentas, hay especies que presentan CAM cuando crecen en 

sus habitats naturales, éstas son frecuentemente llamadas especies CAM “obligadas”. Al 

menos alguna de ellas cambiaran a CAM-idling cuando entren en estrés. Otras suculentas 

son C3 cuando crecen en habitats favorables, pero cambian a CAM o CAM-idling cuando 
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se estresan. En algunos casos estos cambios son reversibles, aunque hay evidencia de 

que algunos cambios C3 a CAM son el resultado det desarroilo ontoldgico (Ting y Rayder, 

1985; Altesor ef al., 1992). 

Por otro lado, se encuentra la modificacién de CAM nombrada como “CAM-cycling” que 

parece ser intermediario, en términos de evoluci6n, entre el metabolismo C3 completo y el 

CAM completo (Altesor et a/., 1992). CAN-cycling se caracteriza por el intercambio de gas 

de tipo C3 acompafiado por una fluctuacion diurna de acido. La conductancia estomatica 

es alta durante el dia y baja durante la noche, p2ro ain hay una acidificacién nocturna 

debida principalmente al reclictado del CO, respirado (Guralnick ef a/., 1986). 

Es bien sabido que CAM puede ser considerablemente modulado durante la ontogenia de 
la planta (Kluge et a/., 1987), puesto que existe una transicién dependiente de la edad en 

la asimilaci6n del carbono por la via C; a CAM (Thomas et a/., 1992). El estatus de 

desarrollo gobierna aspectos del ciclo de vida vegetal, particularmente aquellos 

involucrados en la transicién del crecimiento vegetal al reproductivo (Cushman et ai, 
1990). 

El grupo de trabajo de Altesor (1992) Sugieren, a partir de sus estudios con cactdceas, 
que los caracteres ancestrales, en este caso la via Cs, pueden atin ser expresados 
durante los primeros estados del ciclo de vida. Una “memoria” ontogenética, revelada por 
la presencia de un metabolismo C3 durante el desarrollo temprano de especies tipicas 
CAM, tiene importantes implicaciones en la sistematica, en los niveles ecolégicos y 

morfofisiolégicos. 

Para entender el metabolismo durante las semanas iniciales de vida -un tiempo muy 
critico para la sobrevivencia de las pldntulas de cactos - puede interpretarse, desde el 
punto de vista de las relaciones planta-ambiente, la adaptabilidad de algunos patrones 
observados en el establecimiento de la planta. Como regla general, las plantulas de 
cactos tienden a establecerse bajo el dosel de las plantas adultas (que a la vez fungen de 
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“nodrizas") proporcionandoles sombra y proteccién de fa radiacién dafina. Estas plantas 

también permiten fa retencién de nitrégeno y acumulacién de suelo, les dan proteccién 

contra la erosién del viento y en algunos casos pueden bombear agua de los horizontes 

profundos de los perfiles del suelo. En otros casos, estas plantas “nodrizas” pueden aun 

servir como refugios contra depredadores. La sombra de las plantas “nodrizas” tiene un 

efecto positivo en la supervivencia de las plantulas, pues incrementan la probabilidad de 

éxito de su establecimiento. Estas ventajas, sin embargo, implican un costo en la 

proporcién de crecimiento de las plantulas, ya que la sombra de las plantas “nodrizas” 

hace decrecer la densidad det flujo fotosintético de fotones (PPF) (Altesor et al, 1992). 

Se ha demostrado que ta radiacién excesiva y las temperaturas altas son los principales 

factores de mortalidad para las plantulas de cactos (Winter, 1985). De esta forma, un 

metabolismo C3 en las semanas iniciales de vida de las plantulas de los cactos puede 

tener consecuencias importantes desde el punto de vista adaptativo (Altesor et al., 1992). 

Por otro lado, la proporcién de crecimiento rapido que caracteriza a las plantas C3 

posiblemente puede compensar fos bajos niveles de la radiacién activa fotosintética, 

provocados por la planta “nodriza”, permitiendo a las plantulas enraizar, evitar el periodo 

critico de establecimiento y asi incrementar sus posibilidades de sobrevivir (op. cit.). 

El equipo de trabajo de Altesor en 1992, concluyen que especies de cactus de subfamilias 

ampliamente diferentes muestran todas un metabolismo C3 intermediario después de la 

germinacién y que esto posiblemente sea una caracteristica en la familia completa. Con 

excepcion de especies de Pereskia, el metabolismo CAM se desarrolla en todas las otras 

especies durante las primeras semanas de la ontogenia de las plantulas. En el caso de las 

plantulas de cactos, hay razones poderosas para inferir que un metabolismo C3 puede ser 

adaptativo en las primeras etapas de germinacién y desarrollo, cuando el agua es pocas 

veces un factor limitante. 
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Aunque CAM es claramente controlado por el ambiente, la capacidad para el cambio esta 

determinada por el desarrollo, pues existe un programa de desarrollo que regula la 

transcripci6n de PEP carboxilasa y la estabilidad de mRNA. Este programa parece estar 

sincronizado con las condiciones climaticas en el ambiente nativo de las plantas. El 

cambio de C3 a CAM es programado por el desarrollo, pero la Magnitud de la respuesta es 
potenciada por el! estrés ambiental por fo que las plantas adquieren la capacidad para 

responder. La capacidad de las plantas para inducir CAM por la expresién del gene para 

PEP carboxilasa esta intimamente relacionada con el estatus del desarrolio de la planta 

(Cushman et al., 1990). 

Por ejemplo, las hojas jévenes Bryophyilum fedtschenkoi emplean primariamente la 

fotosintesis C3 y desarrollan CAM conforme maduran. Las hojas jévenes Kalanchoé 

biossfeldiana asimilan el CO2 por medio de la via C3 cuando la planta crece en dias 

largos, pero son inducidas a llevar a cabo CAM bajo condiciones de dia corto. Sin 

embargo, las hojas maduras también llevan a cabo CAM bajo condiciones de dias largos. 
La inducci6n de CAM en. Mesembryanthemum crystallimum es, de igual forma, 

influenciada por la ontogenia de las hojas. En un estudio reciente, se observé que PEP 

carboxilasa s6lo puede ser inducida después de cinco semanas de crecimiento, siguiendo 

la formacién de! quinto par de hojas y el comienzo del crecimiento secundario de M. 

crystallimum. En Bryophyllum fedtschenkoi no fue posible inducir CAM hasta que alcanzé 
un cierto estado de desarrollo. En su habitat natural, en el area de costa del Mediterraneo, 

la planta germina durante la temporada de lluvia en enero y crece de modo fotosintético 

C3. El comienzo de Ja inducci6n de CAM ocurre tres meses después de la germinacién, 

aparentemente en respuesta al agua limitada en el suelo (Cheng y Edwars, 1991). 

La gran plasticidad en la expresién de CAM entre las distintas especies y dentro de ellas 

ciertamente ha sido una de las razones del continuo y creciente interés de los fisidlogos y 

ecélogos vegetales en CAM, lo cual se refleja en el importante numero de trabajos que se 

han publicado acerca del tema en la ultima década (Winter, 1985). 

33



  

  

Antecedentes. 

  

4.5 Metabolismo acido de Crasulaceas en cultivos in vitro. 

El metabolismo acido de Crasulaceas (CAM) ha sido objeto de constante estudio desde 

que De Saussure en 1804 se percato de su existencia (Edwards y Walker, 1983) dada su 

peculiaridad. Las investigaciones detalladas que han analizado el metabolismo acido de 

Crasulaceas a través del cultivo in vitro son sumamente escasas y raras. 

Wilkins y Holowinsky en 1965 investigaron de qué depende ei que ocurra un ritmo 

circadiano endégeno de intercambio metabdlico de CO. en callos de Kalanchoé 

daigremontiana en continua oscuridad y aire libre de CQ2. El acontecimiento det ritmo en 

hojas completas, segmentos de hojas y en los cultivos de callo a partir de fragmentos de 

hojas mostré la ritmicidad, lo cual los llevé a concluir que ésta es una propiedad celular 

general y no depende de la organizacién de la hoja. Mencionan que los cultivos de callos 

de K. daigremontiana poseen un ritmo que es facilmente detectado bajo condiciones 

ambientales uniformes. Observaron que, de modo semejante a las hojas completas y 

segmentadas de K. daigremontiana, la fase del ritmo en callos es determinada por el 

crecimiento del periodo de oscuridad. Este ritmo del metabolismo de CQ en los cultivos 

de callos de K. daigremontiana fue sugerido evidentemente porque el ritmo persistid bajo 

condiciones ambientales uniformes de temperatura y oscuridad, porque la fase puedo ser 

establecida en algun momento del dia y finalmente debido a que el periodo es 

significativamente menor de 24 horas. 

McLaren y Thomas (1967) compararon e! ritmo diurno de acido malico y la toma nocturna 

de CO, en callos verdes y sin color de Kalanchoé crenata. No pudieron observar dichos 

parametros y asumieron ta ausencia de CAM en estos cultivos de callos. 

Al respecto del ritmo en la produccién de CQ, en cultivos de callos, Scheider-Moldrickx 

(1983, citado por Kluge et a/., 1987) realiza un estudio detallado sobre el cultivo de callos 

derivados de varios hibridos de K. blossfeldiana. Los callos estudiados mostraron una 
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produccién permanente de COz, por lo que concluy6 que esta caracteristica no es una 

propiedad indicativa de CAM. 

Seeni y Gnanam, en 1980, estudiaron las propiedades fotosintéticas CAM en los cultivos 
de células en suspensién de Chamaecereus silvestrii. Evaluaron las reacciones de 

fotofosforilaci6n, el transporte de electrones, la fijacion de CQ2; analizaron los productos 

de fotosintesis, la actividad de las principales enzimas componentes de la maquinaria 
enzimatica de CAM, la acidez titulable, ef contenido de malato y estimaron las 
concentraciones de clorofila y proteinas solubles. Observaron que la oscilacién diurna de 
la acidez titulable y ef contenido de malato encontrados en los tejidos intactos estuvieron 
ausentes en las células cuttivadas. Los cultivos de células no mostraron alguna oscilacién 
diurna, aunque poseen las enzimas caracteristicas para la via CAM. Sin embargo, los 
perfiles de la toma de CQ, y los asimilados (productos de fotosintesis) en la oscuridad 
mostraron que las células en suspensién llevan a cabo un metabolismo CAM, pues et CO 
se fija por la noche y es incorporado principalmente a malato. Asimismo, sus resultados 
mostraron un completo funcionamiento en las reacciones de fotofosforilacion y en el 
transporte de electrones. Sefialan que la ausencia de estomas y vacuolas puede explicar 
la carencia de una oscilacién diurna de la acidez titulable en los cultivos de células en 

suspensién de C. silvestri. 

Seeni y Gnanam (1980) arguyen que existen evidencias que explican el agotamiento 
rapido y continuo del carbono en el malato. Esto es debido a que el malato presente se 
transforma a citrato e isocitrato (del ciclo de Acidos tricarboxilicos) por la via piruvato; 
después de la descarboxilacién del citrato e isocitrato, los productos entran al poo! de 
aminoacidos. La ausencia de vacuolas grandes y el cambio répido de malato fueron 
considerados para explicar la falta de la fluctuacién diurna de acido en las células 
cultivadas. 

En 1987, el equipo de trabajo de Brulfert, inducen CAM en cultivos de callos de Kalanchoé 
blossfeidiana por medio de tratamientos con diferentes fotoperiodos (dia largo y dia corto), 
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midiendo los niveles y oscilaciones diurnas de la cantidad de malato y la enzima PEP 

carboxilasa. El objetivo fue observar si la induccién de CAM por fotoperiodos adecuados 

puede ser realizada por ta maquinaria celular, o requiere una organizacion supracelular. 

Por lo tanto disefiaron su investigacién para conocer los procesos dependientes del 

fitocromo en el contro! de la sintesis y operacién de PEP carboxilasa. 

Se encontré que las células de tos callos fueron inducibles a CAM por tratamiento en dias 

cortos, de acuerdo con fos niveles y oscilaciones diurnas de los pools de malato y la 

capacidad de PEP carboxilasa. Evidenciaron ‘también la sintesis de novo de la enzima 

PEP carboxilasa bajo el regimen de dia corto. No obstante Ja continua produccién de CO, 

obtuvieron patrones semejantes a CAM bajo tratamiento de dia corto. 

En el mismo aio (1987), Kluge ef a/., estudiaron CAM en cultivos mixotréficos de callos de 

Kalanchoé blossfeldiana. Sus experimentos se dirigieron primordialmente a obtener mas 

informacién acerca de la probable operacién de la via del flujo del carbono de CAM en 

células cultivadas de la planta CAM Kalanchoé biossfeidiana. Gracias a la ventaja que 

ofrecen los fragmentos de células y plantas intactas para el estudio de CAM y dado que 

éste es modulado por la ontogenia de la planta, continuaron con el estudio de CAM 

durante la diferenciacion controlada de las células de los callos a través de la etapa de 

brotes adventicios y organismos desarrollados de callos cultivados, para lo cual evaluaron 

el intercambio neto de CO; a través del monitoreo de la incorporacién de C en el malato, 

siguiendo ei flujo tipico en CAM del acido mialico sintetizado durante la noche hasta los 

productos finales de la fotosintesis; de igual modo analizaron las actividades enzimaticas 

de PEP carboxilasa, NADP-enzima malica, NAD enzima malica y Rubisco carboxilasa en 

callos, plantulas obtenidas a partir de callos trasplantadas en maceta y de plantas 

cultivadas in vivo. 

En los tres sistemas hubo una fluctuacién diurna del contenido de malato, con la 

acumulacién de malato durante la noche y un agotamiento del mismo durante el dia. La 

amplitud de {a fluctuacion diurna det malato, indicada por la diferencia entre el contenido 
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maximo de malato al final del dia, fue mas baja en los callos y mas altas en las plantas 

adultas: en las plantulas regeneradas a partir de callos la diferencia de malato fue tan alta 

como la que se encontré en los callos. 

El intercambio de CO2 neto por el callo se caracterizd por la producci6n de CO, 

independientemente de !a luz 0 la oscuridad. Sin embargo, la produccién neta permanente 

de CQz por tos callos -argumentan- no necesariamente se contrapone con lo que se 

asumi6 que es la via CAM. El perfil del intercambio de COz, caracteristica de las plantas 

en funcién CAM, fue también encontrado en los callos, esto fue particularmente evidente 

cuando trazaron una linea de cero arbitrario al nivel del medio dia del intercambio de CO2 

sobre la grafica mostrando el intercambio del gas en el callo. Se asumié que esta linea 

arbitraria de CO2 correspondia, aproximadamente, al intercambio neto de COz2 por la 

planta adulta. Las plantas regeneradas y las cultivadas in vivo mostraron una curva tipica 

de consumo de CO2. 

En Io referente al flujo tipico de CAM encontraron que, en los tres sistemas vegetales que 

manejaron, el “C incorporado en la noche se localiz6 principalmente en el malato. 

Cuando el “CO, fue fijado en la tuz, el “C incorporado, fue encontrado, 

predominantemente, en los productos de la fotosintesis, es decir, principalmente en 

azucar, glucanos (es decir, compuestos de alfa-amilasa solubles) y ésteres fosfato. 

Obtuvieron una diferencia clara entre los callos y las plantulas obtenidas a partir de callos 
en cuanto a la distribucién del “c incorporado entre los productos fotosintetizados. En los 

callos fueron mayores los compuestos fosforilados en relacién con Ia fraccién soluble de 

alfa-amilasa, De modo inverso ocurrié en los brotes obtenidos a partir de callos, pues la 

sacarosa fue el producto fotosintético en donde la incorporaci6n de “C fue 

predominantemente. Por lo anterior, concluyeron que fa corriente del carbono en CAM 

esta presente en sistemas cultivos de callos y de plantulas regeneradas a partir de callos. 

No obstante, los resultados revelaron que la capacidad de CAM en callos es muy baja en 

comparacién con plantas desarrolladas de los mismos. 
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Doi y colaboradores, en 1989, midieron la concentracién de CO2 y O2 en Caladium bicolor 

(planta C3), Phalaenopsis sp (planta CAM) y Dendrobium phalaenopsis (planta CAM) bajo 

condiciones de cultivo in vitro, en fotoperiodos de 16h, 8h luz y luz continua. Obtuvieron 

que en luz continua, !a concentracién de CO, en los recipientes de cultivo permanecié 

baja, esto es, en un 0.01 %, -el cual fue un nivel de CO2 deficiente para las plantas 

cultivadas. Por otro lado, el nivel de O2 fue alrededor de 21.1 %. En los recipientes de 

cultive de Caladium bicolor en fotoperiodo de 16h y 8h luz, el nivel de CO2 se incrementé 

continuamente durante e! periodo de oscuridad y decrecié inmediatamente después de la 

luz. Finalmente, el nivel de! punto de compensacién del CO2 de 0.05 % se alcanzé pocas 

horas después de la luz. En Phalaenopsis y Dendrobium phalaenopsis, !a toma de CO2 se 

observé a la mitad del periodo de oscuridad, pero el nivel del COQ2 en los recipientes se 

increment6 otra vez al final del periodo de oscuridad. Estos resultados !es indicaron que 

los pools de acidos organicos no se desarrollaron y que las plantas cultivadas in vitro 

muestran una pequefia actividad de CAM. Por otro lado, el nivel de O2 decrecid 

gradualmente durante el periodo de oscuridad y se incremento durante e! periodo de luz 

en plantas C3 y en plantas CAM. 

Con base en las evidencias de que el modo de fotosintesis en callos verdes obtenidos de 

hojas de !a planta Kalanchée biossfeldiana cv. Montezuma es controlado por la longitud 

del dia, Mricha y colaboradores, en 1990, disefiaron experimentos para determinar el 

comportamiento o participacién del fitocromo en el control de CAM en los tejidos de callos. 

Compararon los resultados que obtuvieron con Jas plantas tratadas con dias largos, dias 

cortos y plantas sujetas a luz interrumpida aplicada durante noches largas. Su objetivo fue 

saber si las diferencias en la respuesta en funcidn de la longitud del dia son estrictamente 

dependientes del fotoperiodo y poder evidenciar que las correlaciones con ja planta 

completa no son necesarias para la operacion del fitocromo, como se conoce en cultivos 

de células en suspension. 

Los criterios metabdlicos que utilizaron para verificar !a induccién de CAM fueron la 

sintesis de PEP carboxilasa y el incremento en el poo! de acido malico durante la noche. 
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Encontraron que después de una etapa lag de 30 a 35 dias, en los callos tratados por 

fotoperiodos cortos presentaron un incremento rapido en el poo! de acido malico y la 

actividad de PEP carboxilasa. En contraste, en las noches interrumpidas y en noches 

largas no se presenté la induccién -como en los dias cortos- y se mantuvieron !os niveles 

enzimaticos y metabdlicos. Estos resultados mostraron una mediacié6n en las respuestas 

de los callos al fotoperiodo, pero la fase lag requerida para la induccién de CAM fue 

significativamente mayor que la observada para las plantas completas, la cual es de 7 

dias cortos. 

Las respuestas de fos protoplastos a la modulacién fitocromatica por radiaciones 

monocromaticas mostraron un tamafio incrementado de los protoplastos sujetos a una 

radiacion sucesiva de 5 min. con luz roja. Los resultados sugieren que !a luz roja tiene un 

efecto acumulativo durante el subsecuente periodo de oscuridad. El aumento del tamajio 

de los protoplastos es mediado por el fitocromo. Estos resultados son un ejempio de la 

respuesta a corto tiempo de los protoplastos CAM en funcién de la modulacién del 

fitocromo por radiaciones monocromaticas especificas. Asimismo los resultados 

proporcionan evidencia de que no fueron necesarias correlacior plantas completas a la 

operatividad del fitocromo. 

Thomas et al., en 1992, observaron la influencia del NaCl sobre los niveles de la enzima 

fosfoenolpiruvato carboxilasa (indicadora y componente del metabolismo CAM) en cultivo 

de células en suspensidn (no fotosintético) de Mesembryanthemum crystallinum, con el 

objetivo de discernir si la iniciacion de CAM (medida por la induccién del gene inducido por 

estrés salino ppc? de PEP carboxilasa) esta basada en el nivel celular o si es a nivel 

tejido/érgano en respuesta a la sal. Para lo cual compararon los cultivos de células 

indiferenciadas y de plantas completas diferenciadas para determinar el nivel de 

organizacién celular necesario para provocar una respuesta particular a la sal. Partieron 

del hecho que se cuenta con registros de algunas respuestas comunes encontradas a 

causa del estrés osmotico por NaCl en cultivos en suspensién y en plantas intactas (tales 

como incrementos en los niveles de solutos compatibles, principalmente prolina, 
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gliciabetaina y otros polioles), estimaron la cantidad de aminoacidos solubles, el! 

crecimiento celular y la cuantificacién de ta proteina PEP carboxilasa en cultivos de 

células en suspensién de M. crystallinum en presencia de 400 mM de NaCl. Los 

tesultados que obtuvieron mostraron que los cultivos celulares de M. crystallinum 

crecieron en presencia de 400 mM de NaCI y respondieron al tratamiento salino 

verificandose la acumulacién de prolina. No observaron respuestas mas complejas a la 

sal, tales como la adopcién fotosintética del cambio a CAM a partir de C3, medida por la 

acumulacién del gene ppc? PEP carboxilasa. Al no obtener la induccién de CAM en sus 

cultivos de células, debido a que los niveles de los genes Ppcl y ppc2 (gene constitutivo) 

fueron iguales en sus tratamientos, concluyeron que el hecho seria mejor estudiado en 

cultivos celulares fotoautotréficos o en plantas completas, pues, posiblemente, la 

respuesta es tejido-dependiente o fotoautotréfica-dependiente. Asimismo, afirman de 

modo concluyente que, como las células en suspension son presumiblemente liberadas 

de sus necesidades de desarrollo y fotosintéticas -las cuales han sido implicadas en la 

inducci6n de PEP carboxilasa in vivo-, el cambio del mecanismo para la induccién de 

CAM no puede ser activado en células crecidas heterotréficamente. 

Partiendo del hecho de que muchas reacciones al estrés ambiental requieren la jerarquia 

de la organizaci6n de tejidos para ser expresadas (segtin conclusiones de Thomas et al, 

1992), Adams et al., en 1992, ‘compararon los efectos metabdlicos en alta salinidad entre 

plantas y cultivos de células en suspensidn de ta halofita facultativa Mesembryanthemum 

crystallinum. Eltos incluyeron en su investigacién otras observaciones caracteristicas de 

las respuestas al estrés salino y temperaturas bajas en M. crystallinum tales como la 

acumulacién de los osmoprotectores putativos, azdcares y azticares-alcohol. Verificaron la 

distribucién de estos azucares encontrando que ésta era marcadamente diferente entre 

las células y las plantas en estrés, particularmente la distribucién entre tipos de células, en 

cuanto a la composici6n diferente de azUcares y polioles (especificamente de las células 

vejiga de la epidermis). El contenido de iones, de azicares y de azicares-alcohol de las 

células vejiga de la epidermis indica que Na’, Cl, pinitot y compuestos de carbono 

desconocidos son los causantes de la presién osmotica de estas células, mientras que las 
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concentraciones de aniones son bajas. Esto los llevé a concluir que las células en cultivo 
Presentan sdélo parciaimente los mecanismos de respuesta al estrés de plantas intactas y 
Proponen que la comunicacién entre diferentes tejidos se requiere para alcanzar una 
completa respuesta al estrés ambiental. 

Es importante destacar_que especies facil y comunmente propagadas in vitro constituyen 
sistemas “modelo” utiles para investigacién de tejidos cultivados (Starling y Dodds, 1983: 
Thomas et al, 1992; Adams et ai., 1992), tal es el caso de especies Kalanchoé, y 
Mesembryanthemum, ya que debido a su capacidad tan alta de regeneracién in vivo e in 
vitro de algunas de ellas y por el conocimiento detallado de sus necesidades en este tipo 
de cultivo, han sido ampliamente usadas en el desarrollo de la técnica de cultivo de tejidos / 
y en experimentos bioquimicos, moleculares y fisiolégicos in vitro. Razon por ta cual han 
marginado a especies que presentan un crecimiento lento, dentro de éstas se encuentran 
las cactaceas, un grupo de importancia economica. Sin embargo, dada la importancia que 
revisten las cactaceas, lo anterior no debe ser un impedimento para’ experimentar con 
ellas. 

Con base en las investigaciones citadas, se concluye que el metabolismo CAM ofrece 
posibilidades de estudio atin no exploradas en plantas completas obtenidas a partir de 
cultivos in vitro, lo cual puede constituir una aportacién para conocer el funcionamiento 
vegetal bajo estas condiciones de cultivo. En consecuencia, este trabajo esta orientado 
para obtener mas informacién acerca de la presencia de CAM en tales sistemas de cultivo 
in vitro. Por to tanto, se proponen los siguientes objetivos: 

OBJETIVO GENERAL: 

Evaluar la actividad metabdélica CAM en plantas obtenidas a partir de cultivos in vitro y 
durante su aclimatacién a suelo de las especies Rhipsalidopsis rosea, Chamaecereus 
Silvestri y Epiphyllum crenatum. 
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OBJETIVOS PARTICULARES: 

* Determinar las concentraciones hormonales, en condiciones de cultivo in vitro, en las 

cuales sea posible obtener profusa y rapidamente brotes y plantulas de R. rosea, C. 

Silvestri y E. crenatum. 

e Evaluar la acidez titulable, patrén diario de respiraci6n y fotosintesis por la medici6én de 

COz, asi como la cuantificacién de la concentracion de prolina, el contenido de clorofila 

y la cantidad de proteinas solubles, durante el periodo de oscuridad en plantas 

obtenidas de los cultivos in vitro y durante el trasplante a tierra de cada una de las tres 

especies de cactaceas mencionadas. 

« Establecer el periodo en el cual se presenta el metabolismo CAM en las plantas 

obtenidas de cultivos in vitro trasplantadas a tierra. 
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5. METODOLOGIA. 

5.1 ESPECIES. 

La especie Rhipsalidopsis rosea fue proporcionada por el Jardin Botanico del Campus 

Iztacala, UNAM. Las especies Chamaecereus silvestrii y Epiphyllum crenatum fueron 

Proporcionadas por el M. en C. Emesto Aguirre Leén (Unidad de Biotecnologia y 

Prototipos, Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, Campus Iztacala, UNAM) de su 

coleccién personal. Las tres especies se sometieron a un pretratamiento que consistidé en 

trasladarlas de luz solar directa a luz solar indirecta para permitir la activacién de los 

meristemos axilares (Tran Thanh Van, 1981) por un mes. 

5.2 CULTIVO IN VITRO. 

La propagacian in vitro de las especies de cactaceas se realiz6é por medio de meristemos 

tipo (aréolas) obtenidos de plantas adultas (Fay y Gratton, 1992; Mauseth, 1979: Lazarte 

et al., 1982; Vyskot y Jara, 1984; Escobar et a/., 1986; Ault y Blackmon, 1987; Stuppy y 
Nag}, 1992; Starling y Dodds, 1983) en medio de cultivo aséptico (Steinhart, 1962) ya que 
las plantas derivadas de aréolas de una planta madura son mucho més similares a la 

planta original (Starling y Dodds, 1983). 

Se determinaron las combinaciones hormonales en las cuales se logré una ta generacién 
de brotes a partir de estas aréolas (en donde se obtuvieron brotes con las caracteristicas 

morfolégicas a la planta madre) con las fitohormonas ANA y KIN, mediante ta siguiente 

matriz de tratamientos hormonales: 
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Concentraciones de ANA (mg/L) 

  

  

  

  

  

  

0 0.41 0.5 1.6 
0 0/0 0/0.1 0/0.5 0/1.0 

Concentraciones 0.5 0.5/0 0.5/0.1 0.5/0.5 0.5/1.0 

de KIN (mg/L) 1 170 100.1 170.5 14.0 

5 5/0 5/0.1 §/0.5 5.0 

10 10/0 10/0.1 10/0.5 10/1.0               

El medio de cultivo que se utiliz6 fue el MS (Murashige y Skoog, 1962). De cada una de 

las combinaciones hormonales (tratamientos) se realizaron cinco repeticiones. Dado que 

en experimentos previos los cultivos se contaminaron por causa de hongos (causados por 

una contaminacin sistematica en la planta madre), se agregé fungicida [Benlate: Methyl 

1-(butyl carbomoyl)-2-benzimidazolecarbamate] al medio de cultivo en concentracién de 

0.005 g/L. 

Brotes y cladodios completos e intactos de cada una de las cactéceas fueron sujetos al 

procedimiento de desinfeccién de su superficie (desinfestacién). El material vegetal fue 

lavado con agua y detergente comercial. Posteriormente, se incluyeron en una solucién de 

alcohol al 80 % por un minuto. A partir de este momento, el procedimiento se realizd bajo 

condiciones asépticas. Se retiré el alcohol y como paso siguiente se colocé el material 

vegetal en una solucion de hipoclorito de sodio al 2 % (a partir de la concentracién del 

cloro comercial; Mauseth y Halperin, 1975; Dabekaussen et a/., 1991; Clayton et al, 1990; 

Johnson y Emino, 1979; Lazarte ef a/., 1982; Ault y Blackmon, 1987) por 30 minutos 

adicionando una gota por litro de solucién de Tween-20 como surfactante (Boyle ef ai., 

1994; Boyle, 1992; Vyskot y Jara, 1984; Dabekaussen ef af; 1991). El material vegetal se 

mantuvo en agitacién leve en una parrilla con agitador magnético evitando el dafio o 

maltrato del vegetal y sobre todo de ias aréolas. Se elimind el hipociorito de sodio y se 

enjuag6 3 6 4 veces el material vegetal con agua destilada estéril. Se realizaron los cortes 

y los explantes se siembraron los frascos con medio de cultivo en jas diferentes 

combinaciones hormonales. 
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Los explantes de R. rosea fueron obtenidos cortando fragmentos con una longitud de 

aproximadamente 1.5 cm de largo, del apice de los filocladodios, en los cuales se incluyé 

ta aréota compuesta entera. Los explantes fueron orientados verticalmente en el medio de 

Cultivo (Boyle et a/; 1994), 

Los brotes de la planta in vivo de C. silvestrii fueron seccionados transversal y 

longitudinalmente para la obtencién de explantes. En todos los cultivos los explantes 

fragmentados longitudinalmente mostraron un nimero alto de brotes desarrollados, por lo 

tanto, en cultivos subsecuentes fueron usados explantes longitudinales (Escobar et al., en 

1986 observaron un comportamiento similar en cuanto a la diseccién de los cladodios de 

Opuntia). Los explantes de C. silvestri fueron colocados con la zona de corte sobre el 

medio de cultivo (Dabekaussen ef a/., 1991). 

Los cladodios de E. crenatum fueron cortados de modo horizontal, de tal forma que los 

explantes contenian una o dos aréolas. Los explantes, al igual que en R. rosea, fueron 

orientados verticalmente en el medio de cultivo (Mauseth, 1979). 

Los cultivos se incubaron bajo 12 h luz y 12 h oscuridad (fotoperiodo largo) en una 
temperatura de 25 °C + 2 °C (Dabekaussen et al., 1991; Clayton ef al, 1990: Johnson y 
Emino, 1979; Ault y Blackmon, 1987; Vyskot y Jara, 1984). La irradiacién tuminica (PAR) 

fue de 50 pmoles m? s* (Dabekaussen ef al, 1991; Ault y Blackmon, 1987; Johnson y 

Emino, 1979), con lamparas fluorescentes de luz blanca-fria. 

Los brotes obtenidos de cada una de las especies de cactdceas fueron subcultivados 

cada cuatro semanas en los mismos medios de cultivo pero sin fungicida para permitir la 

continuacién del crecimiento de los mismos (Johnson y Emino, 1979; Hubstenberger et 

al., 1992; Clayton et al, 1990; Dabekaussen ef a/., 1991). 

Los parametros que se estimaron en cada uno de los cultivos de las tres especies con las 

diferentes combinaciones hormonales fueron los siguientes: 
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1. Numero de brotes axilares por explante (Clayton ef a/., 1990). 

2. Inicio de brotacién. A partir de la fecha de siembra hasta ta aparici6n del primer brote 

axilar (0.2 - 0.3 em). 

3. Longitud de los brotes axilares (cm). 

4. Inicio de formacién de raiz (sdlo en el caso de que se presentase en algtin tratamiento, 

Clayton et a/., 1990). 

5. Peso fresco (g; Dabekaussen et al/., 1991). 

Las variables de respuesta se estimaron después de dos meses en cultivo para tener una 

uniformidad en el tiempo en las tres especies de cactaceas (Mauseth y Halperin, 1975; 

Clayton ef al/., 1990; Dabekaussen et a/., 1991). Se busco la presencia de vitrificacion de 

los brotes obtenidos en cada una de Jas especiesy se observé la morfologia de los brotes 

axilares obtenidos (Clayton et a/., 1990). 

Los brotes axilares obtenidos de Jas tres especies de cactaceas fueron enraizados cuando 

alcanzaron de 1 a 2 centimetros de largo y fueron subcultivados en medio de cultivo con 

solo 0.1 mg/L de ANA para fa induccién de raiz (Fay y Gratton, 1992; Clayton et a/., 1990). 

Por medio de un analisis de varianza de dos vias y por la prueba de comparacién de 

medias (Tukey Rango Estandarizado; con una significancia de 0.01), ademas de la 

morfologia de las plantas obtenidas en los cultivos in vitro, se determin6 la combinacién 

hormonal éptima para la produccién efectiva de plantas (muy parecidas a la madre). Este 

tratamiento se ocupé para la siembra y obtenci6én masiva de plantas in vitro. 

Posteriormente, las plantas de 1 a 3 cm de largo (dependiendo de la especie) se 

transplantaron en tierra, en macetas de plastico de 5 cm de diametro y 4 cm de largo, en 

una mezcla pasteurizada por medio de vapor (Sanderson et a/., 1986; Clayton et a/., 1990) 

cuya proporcién fue de 1:1:2 de tierra negra, peat moss y tezontle triturado con un 

didmetro de 0.2 a 0.3 cm. A estas plantas se les evalué ef metabolismo CAM. Una planta 

por maceta fue considerada como una unidad minima experimental. 
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5.3 METABOLISMO ACIDO DE CRASULACEAS. 

Una vez obtenidas al menos 60 plantas in vitro de cada especie de cactdcea con una 

longitud aproximada de 2 a 2.5 cm (dependiendo de la especie), los frascos de cultivo se 

cambiaron, al menos dos semanas antes de comenzar los experimentos de la 

caracterizacién fisiolégica, a un PAR de 80 ymoles m? s” (Altesor et a/, 1992). La 
temperatura fue de 29°C dia / 22°C noche. Se cambié el fotoperiodo a 8 h luz 16 h 
oscuridad (dia corto) debido a que se sabe con certeza que se requieren dias cortos para 

realizar CAM (Kluge et al., 1987), 

Las plantas obtenidas in vitro (después de la primera evaluacién de los parametros que 

definen CAM en este trabajo; ver abajo) se transplantaron a tierra en macetas 

(aclimatacién a suelo), se mantuvieron de igual forma a un PAR de 80 Limoles m? s", una 

humedad relativa de aproximadamente 50 % (humedad ambiental) y a fa misma 

temperatura (29°C dia / 22°C noche). El riego de las plantas se realizé cada tres dias por 
medio de un aspersor (Altesor et al., 1992; Nobel y Hartsock, 1990). 

La frecuencia de estimacién de los parametros que definieron el metabolismo CAM (ver 

abajo parametros) fue cada ocho horas durante 16 horas, el cual correspondié al periodo 

de oscuridad. Las caracterizacién fisiolbgica se estimé en las plantas en cultivo in vitro 

(dia 0) y en los dias 5 y 10 después de! traspaso (o aclimataci6n) a suelo (Dai, et al., 

1994; Nobel y Hartsock, 1990). 

De igual forma, a las cactaéceas en cultivo in vivo (plantas madre) se les estimd el 

metabolismo CAM con fines de comparacién (plantas control). Todas las determinaciones 

fueron bajo luz artificial. 
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Acidez titulable. 

Se maceré un gramo del tejido de la planta con 5 m! de agua destilada. Se titulé con KOH 

0.002 N (Altesor ef a/., 1992) hasta un pH 8.3 (Mandujano, 1988). Los datos fueron 

expresados como eq g” de tejido fresco. 

Didxido de carbono. 

Se midi6 por medio de un analizador de gas infrarrojo (Gas analyzer CI - 301, CID, Inc.) 

en sistema cerrado. Se sustituyeron !a tapas de papelatuminio de los frascos de cultivo 

por tapones de hule con la tuberia suficiente para llevar a cabo la medicién del CO2. La 

tuberia fue de plastico y de longitud lo suficientemente pequefia para que no interfiriera 

con los calculos posteriores. La temperatura del aire, el fotoperiodo, el PAR, la 

concentracién de CO, (350 pl, concentracién ambiental de COz2) y la humedad relativa 

fueron en las mismas condiciones mencianadas con anterioridad. Las plantas atin en 

condiciones de cultivo in vitro, a las cuales se les realizé la medicién del COz, se plantaron 

en tierra debido a que la medicién no se realiz6é en condiciones asépticas o se emplearon 

para alguna otra estimacién. Los datos se reportaron como pmoles de CO2 consumidos g 

" de tejido fresco m’'. 

Concentracién de prolina. 

La concentracién de prolina se determind, como indicador de estrés hidrico, con el método 

de Bates (1973) con las siguientes modificaciones: se maceraron 100 mg de tejido fresco 

con 5 ml de acido suffosalicilico al 3 %, las muestras se colocaron en tubos de centrifuga 

eppendoff y se congelaron a -20 °C hasta su cuantificacién. Las muestras descongeladas 

se centrifugaron a 3500 rpm por 10 minutos. Se hicieron reaccionar 2 mi del 

sobrenadante con de ninhidrina acida y 2 mi de acido acético glacial concentrado en un 

tubo de ensayo, por una hora a 100 °C. La reaccién se concluyé en un bafio de hielo. 

Posteriormente, !a prolina se extrajo de la mezcla de ta reaccién con 4 mi de tolueno, 
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agitando vigorosamente con vértex durante 15 6 20 segundos. El tolueno fue aspirado de 

la fase acuosa y la absorbancia fue leida a 520 nm usando tolueno como blanco. La 

concentracién de prolina fue determinada por medio de una curva patron y calculada 

sobre una base de peso fresco en Ia forma siguiente: ymoles prolina / g de tejido fresco = 

[(ug prolina/ mi x ml tolueno) / 115.5 Hig/umoles] / [g muestra / 2.5). 

Clorofila. 

Fue determinada espectrofotométricamente. Se maceré 0.1 gramos de tejido fresco con 5 
mi de acetona al 80 % y se centrifugé a 2500 r.p.m. durante 5 minutos. Se midio ta 
densidad dptica en una longitud de onda de 647 y 664 nm. Se utilizaron las ecuaciones de 
Arnon (1949) para realizar los calculos. Los resultados se feportaron como mg de clorofila 
por gramo de tejido fresco (Guralnick ef a/., 1986; Arnon, 1949). 

Proteinas solubles. 

El contenido de proteina se cuantificé con el método de Azul Coomassie brillante de 
acuerdo con Bradford (1976) usando suero de albumina de bovino como estandar. 
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6. RESULTADOS. 

6.1 CULTIVO IN VITRO. 

6.1.1 Rhipsalidopsis rosea. 

En la Tabla 1 se muestra en resumen los resultados que se obtuvieron del cultivo de esta 

especie de cactacea. 

Hubo diferencias significativas de las combinaciones hormonaies sobre el ntimero de 

brotes axilares obtenidos por explante. En la combinacién hormonal 5 mg/L de KIN y 0.1 

mg/L de ANA se obtuvo el niimero significativamente mayor de brotes axilares por 

explante (4.80040.374 brotes; ver Tabla 1). La combinacién hormonal en la cual se obtuvo 

brotes axilares en un tiempo significativamente menor (25.60041.631 dias). En contraste, 

hubo cinco tratamientos hormonales en donde no se obtuvieron brotes axilares (ver Tabla 

1). El mas lento fue en 0 mg/L de KIN con 0.1 mg/L ANA y 0.5 mg/L de KIN con 1 mg/L de 

ANA con 183.200t31.470 y 299.000+0.000 dias, respectivamente; un periodo 

significativamente mayor con respecto a la primera combinacién hormonal. 

En el sistema in vitro también hubo generacién de tallos dimérficos, caracteristicos de esta 

especie de cactacea (ver Tabla 1). Se observo un efecto significativo en la longitud de tos 

tallos de forma angulosa (cuatro costillas, forma cilindrica, aréolas muy continuas) en las 

diferentes combinaciones hormonales. La longitud significativamente mayor de este tipo 

de brote fue 2.60040.195 cm, la cual se presenté en el tratamiento hormonal 5 mg/L de 

KIN con 0.5 mg/L de ANA y la combinacién de fitohormonas en donde la longitud de los 

brotes axilares fue menor: 0.30040.032 cm fue 10 mg/L de KIN con 0.5 mg/L de ANA,. De 

forma similar, la longitud de los brotes de morfologia aplanada fue significativamente 

mayor en ese mismo tratamiento hormonal con magnitud de 1.980+0.334 cm. Las 

longitudes significativamente menores de fos brotes con morfologia aplanada fueron 

0.550+0.250 cm en la combinacién hormonal de 10 mg/L de KIN con 1 mg/L de ANA. 

50



“sosoin6ue solpopeso || 
“sopeueide soipopelo : 

  

  

Eez'eF009Zor "OL 0'OFECO'O B/LIZ £1Z'0F0Z0'l Ose 'OFOSS'O LLU 9F99'CS ve OFZ T on O€z't9%009'b/z —olo'oF9E0'0 9/9/0 Zeo'or00r'o 0 908'24000'25 00'0F000'r 0/08 90'917000'801 — pOO‘OFE¥O'O buous 68t'07Sz'o §—000'0FOOS'O ere'sosz's2 ees'0F007'z borer 606'Z#009'001 ot o'oFarO'o 9/970 ée0'oFogs'o 0 prh'25002'Ss L2v'0F 2911 aol 

bbb'9002'se 800'07z90'0 Weidtp Oss'OF0Rr'! = ear ‘oF0gZ'o S26'sF0R0'LE by'0F000'% ows Z9s'Le700z'961 —olo‘oFS90'0 Sbibhie $61'07009'2 —-per‘oTOuS'L e£8'pt008'6e ze'o7008's sos 6£0'6#000'S01 20007 S90'0 wEIPLIOL 221'0F090'2 EL F'OFSEP'L bea’ L7009'sz vLe'oF008'b bog Se6'ato0z'16 = go0'oFer0'0 ol/sis 692'076z6'0 0 $85! 1#000'22, 916'07000'2 og 

BBZ'8Z5008'SEE —_000'07000'0 07070 0 9 0 9 on Sip'erOOr'z2 = p00'0F 1Z0'0 s/s/o bs0'oF0rp'o 0 EZC'EFOOT'ZL 000'07000' SON 829'85000'L6 —-900'0F6z0'0 2/210 bs0'07095'0 0 ¥2s'et008'ep Spz'OF00%' bon ZS0'p+#00r'681 ~—_000'0F000'0 ororo 0 0 ° 0 on 

tZe'etoog'bZL = L Lo‘oF L100 blo 000'07006'0 0 000'0+000'sez 0002'07007'0 oLs'0 729°b7008'96 go0'oFeeo'o ereso £90'070Z¥'0 ° oss'arcet'rs Sbz'0F009'0 gors"o Zzz'vi 5008's = SLO‘OFESO'O B191Z »80'0F00S'0 0 POS'Z5002'bL S¥2'07009'1 bors'o SZO'bL1700%'S6 == P00'0F¥00'0 tib70 000'0F008'0 0 000'0#000's9 00z'oF00z'0 0/5°0 

lwa'eroor'ed 000'07000'0 01010 0 ° 0 o oH yo0'st00z'16 =—-000'07000'0 07070 Q 9 0 0 0/0 1EZ'SFOOP'ESZ = ZOO'OFSLO'O 9/9/0 ts0'oF09y'0 0 Odp' eF002'E91 002'07002'1 boro 692'bF002'8Z1 —-000'0#000'0 aroro o ° ° ° oo 

(swig) (6) $9}02q ap [e}0} ‘oN / SOSojnBue tt I! (svia} saLoug (ynv / NIM) ZIV 30 O1DIN| ODS3YS OSAd ‘S}0/q 8p “ON / Sopeueide s9}01q ap ‘oN {un} NOIDVLOWS 3d O1DIN) B0ONSWNN =‘WNOWHOH 
SILOMA 30 VIDOTOSNOW 5$3.LONG 30 GALIONO? OLNSINVLVEL 
  

“Basdd SiScOpiEsdiyy ejsedsa e] ue sopesauel saseixe sajoig So) ep Z)e! ap O!DIUI ja 4 oosayj osad (a ‘e{Sojoyou Bj ‘pny6uo} 2] ‘ugiouede ap o1oiut Jo ‘ajuR{dxa Jod sajorq ap oJaWNU fa argos SaPEVOUUOY SO]LA!WeEyEN Sol ap oFAIy “| eIGe) 

  

 



  

Resultados. 

  

  

Con respecto al numero de brotes axilares de morfologia angulosa y aplanada obtenidos 

en total en los cultivos in vitro el numero de brotes angulosos fue significativamente mayor 

con respecto con los brotes aplanados en cada una de las combinaciones hormonales 

ensayadas. Se obtuvieron 21 y 13 brotes, respectivamente, en el tratamiento 5 mo/t de 

KIN con 0.1 mg/L de ANA; siendo estos fo ntimeros maximos de produccién de brotes. En 

ningun otro tratamiento se suscité tal cantidad de brotes. 

Se observaron diferencias significativas en cuanto al inicio de raiz en las plantas obtenidas 

in vitro con tos diferentes tratamientos hormonales. La aparicién de raiz, en un tiempo 

comparativamente mas rapido, ocurrié a los 35.20046.111 dias en la combinacién 

hormonal 5 mg/L de KIN y 1 mg/L de ANA; en el tratamiento con 1 mg/L de KIN con 1 

mg/L de ANA se presenté la rizogénesis en un tiempo comparativamente mayor: 

395.800428.788 dias. 

Por ultimo, no se presentaron efectos significativos de los tratamientos sobre el peso 

fresco registrado en ‘os brotes axilares producidos in vitro. No obstante, las 

combinaciones hormonales en donde se obtuvieron las magnitudes comparativamente 

mas elevadas fueron 5 mg/L de KIN con 0.1, 0.5 y 1 mg/L de ANA con promedios de 

0.0668+0.008 g, 0.065220.010 g y 0.067220.008 g, respectivamente. 

En funcion de que la variable de respuesta mas importante en el experimento fue el 

numero de brotes axilares generados por explante, se consideré la combinacién hormonal 

5 mg/L de KIN y 0.1 mg/L de ANA como la mas adecuada para la propagacién in vitro de 

esta especie de cactacea. En esta combinacién hormonal en promedio se formaron 

4.800+0.374 brotes axilares por explante, en el periodo mas corto (25.600+1.631 dias). 

Empero, la longitud de los brotes en promedio mayor, no se presenté en esta misma 

combinaci6n hormonal, como se definié anteriormente. Sdio existe una diferencia de 

aproximadamente medio centimetro entre el tratamiento en donde se obtuvo la mayor 

longitud y esta combinacién hormonal considerada como la adecuada (ver Tabla 1). 

Ademas, con el transcurso del tiempo de cultivo, tas plantas obtenidas a partir de medios 
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de cultivo que contenian 5 mg/L de KIN, casi todas alcanzaron una longitud de brote muy 
similar y aun mas cuando se trasladaron a tierra. Después de algtin tiempo de ser 
cultivadas in vivo, todas las plantas generadas in vitro en diferentes combinaciones 
hormonales, presentaron una longitud similar en sus brotes, aunque con diferente 

morfologia . 

Una caracteristica relevante considerada fue la apariencia de los brotes que se 
obtuvieron. En la Tabla 1 resulta evidente que en la combinacién 5 mg/L de KIN y 0.1 
mg/L de ANA ocurrié una produccién M™mayor y semejante en proporcién de los dos tipos de 
tallos que se generaron; no obstante que hubo combinaciones en donde también las 
Proporciones de las dos morfologias del tallo fueron similares, pero en magnitudes 

, menores a la primera (ver Tabla 1). 

De la misma forma ocurrié con el peso fresco obtenido en esta combinacién hormonal 
Propuesta como la conveniente para la propagacién in vitro de esta especie de cactacea. 
Aunque en ésta no se dio el mayor peso fresco, si se obtuvo un promedio elevado. Por 
otro lado, los promedios obtenidos del peso fresco no presentaron diferencias 
significativas, lo cuai favorecié ta eleccién del mencionado tratamiento. 

En relaci6n con el inicio de raiz, en la combinacién hormonal propuesta (5 mg/L de KIN y 
0.1 mg/L de ANA) el periodo en el cual ésta se present6, no se consideré importante 
debido a que después de que se obtuvieron los brotes axilares y alcanzaron 
aproximadamente 1.5 cm de longitud enraizaron convenientemente, en un periodo 
telativamente rapido (15 dias en promedio) cuando se subcultivaron a medio fresco con 
0.1 mg/L de ANA como regulador de crecimiento. 

Para obtener brotes mas desarrollados fue necesario enraizar los brotes junto con su 
explante, el cual mientras fuera mas grande, producia brotes mas desarrollados y el 
sistema radicular de la planta nueva mas desarrollado. En caso contrario, el brote axilar 
generado in vitro enraizado sin el explante cesé su desarrolié, la raiz fue muy escasa 
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(apenas salieron los primordios de raiz) y los brotes secundarios cuando se presentaron 

(brotes generados a partir del brote obtenido primariamente) presentaron una longitud 

menor a la mitad de la del primer brote, nunca alcanzaron, a través del tiempo, la longitud 

del primer cladodio e invariablemente su morfologia fue angulosa, sumamente delgados y 

flacidos. 

En relacién con fo que especificamente ocurrié en cada una de las combinaciones 

hormonates (ver Tabla 2), los explantes reaccionaron al tratamiento 0 mg/L de KIN yo 

mg/L de ANA produciendo raiz de 0.6 cm de largo, como maximo. No hubo desarrollo de 

brotes en las aréolas. La generacién de callo sdlo se dio en una unidad experimental, en 

la zona de corte. El callo fue sumamente escaso, muy friable y de color verde claro 

hialino, observandose oxidacién con las resiembras. 

En el tratamiento hormonal 0 mg/L de KIN y 0.41 mg/L de ANA hubo unidades 

experimentales (2/5; Tabla 2) en las cuales se generaron brotes. Sin embargo, éstos no 

sobrepasaron 0.5 cm de largo, tenian cuatro costillas muy juntas, dando un aspecto 

cilindrico, de “lapiz”, ademas de las aréolas muy contiguas (entrenudos muy cortos) a 

diferencia de como se encuentran en estado natural este mismo tipo de tallo. No hubo 

desarroilo de raiz. 

Los brotes que se presentaron en este tratamiento hormonal, surgieron de la aréola apical 

compuesta. Solamente hubo un brote por aréola. Asimismo, hubo dos unidades 

experimentales que generaron callo escaso de color verde claro hialino en la zona de 

corte, el cual con las resiembras se oxid6, perdiéndose en consecuencia. No obstante, el 

explante desarrollé raiz después de los dos meses de observacién. Las unidades 

experimentales restantes s6lo generaron raiz que con el tiempo incrementé de tamafio y 

presento color verde en fa raiz primaria. 

En el tratamiento 0 mg/L de KIN con 0.5 mg/L de ANA, cuatro de las cinco unidades 

experimentales tuvieron formacién escasa de callo que se oxidé con las resiembras. 
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Tabla 2. Resultados obtenidos en los tratamientos ensayados para la obtencién de brates en la 
especie Rhipsalidopsis rosea. 

  Tratamiento No. de explantes respondiendo/ 
hormonal No. de explantes probados Promedio + E.E." 
  

  

KIN/ANA Callo Brotes Raiz Callo Brotes Raiz 

010 V5 O15 SIS 0.20020.200 - 1.00020.000 
010.1 2/5 25 5 0.40040.245 0.40040.245 0.200£0.200 
010.5 4/5 ors V5 0.800+0.200 - 0.20040.200 
01.0 V5 O15 4S 0.200+0.200 - 0,80040.200 

0.5/0 ONS ofS 5/5 - - 1.000+0.000 
0.5/0.1 o/s 2/5 55 : 0.40040.245 1.00020.000 
0.5/0.5 ore 3/5 3S - 0.500£0.224 0.500+0.224 
0.5/1.0 a5 O15 215 0.60020.245 - 0.400+£0.245 

110 o/s Os 0/5 - - - 
110.4 5 O15 U5 0.20020.200 - 0.200+0.200 
110.5 O/5 ols O15 0.60040.245 - - 
11.0 2/5 ors 5 0.400+0.245 - 0.200£0.200 

510 ofS 2/5 5 - 0.40020.245 0.200+0.200 
510.1 15 415 015 0.200+0.200 0.800+0.200 - 
510.5 O15 3/5 15 - 0.60020.245 0.20020.200 

5/1.0 ols 3/5 5 0.40020.200 0.60020.245 0.20040.200 

10/0 0/5 U5 Ors - 0.20040.200 - 
10/0.1 V5 515 ons 0.20040.200 0.83310.167 - 
1010.5 Ors 215 ors - 0.40040.245 - 
10/1.0 O15 5 as - 0.20040.200 : 
  

*Error estandar.
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Posteriormente, ocurrié la rizogénesis. En fos cultivos restantes sélo se presenté la 

rizogénesis. No hubo formacién de brotes axilares. 

En el tratamiento 0 mg/L de KIN con 1.0 mg/L de ANA sdlo se presenté la rizogénesis en 

los cuttivos y ligera proliferacion celular en la zona de corte de una unidad experimental. 

En el tratamiento 0.5 mg/L de KIN con 0 mg/L de ANA las cinco unidades experimentales 

generaron raiz prominente, sin organogénesis ni proliferacién celular (callo). De igual 

forma, los cultivos con el tratamiento 0.5 mg/L de KIN con 0.4 mg/L de ANA reaccionaron 

con una rizogénesis prominente sin produccién de brotes. Este estado perduré hasta que 

el explante se cambié a medio de cultivo fresco sin KIN y solamente con 0.1 mg/L de 

ANA. En este medio Unicamente fue posible la generacién de brotes en donde sélo hubo 

un brote por aréola. Los brotes no sobrepasaron los 0.6 cm de longitud, presentaron un 

aspecto de “lapiz”. Después de un promedio de 130 dias, se generaron los brotes 

secundarios que no excedian de uno por brote generado (primer brote), con morfologia y 

longitud similar al primero (longitud menor a 0.6 cm, 4 costillas, forma cilindrica-angulosa). 

Sin embargo, la produccién de brotes secundarios fue escasa en relacién con los que se 

produjeron en la combinacion de hormonas 5 mg/L de KIN y 0.1 mg/L de ANA (ver abajo). 

No hubo formacién de callo. 

En el tratamiento 0.5 mg/L de KIN con 0.5 mg/l de ANA tres de los cultivos generaron raiz 

muy prominente (5.3 cm), sin brote; no generaron callo. Se presenté formacién de brotes 

en la aréola apical. En el periodo en el que se estimé (dos meses), el numero de brotes 

fue de dos, en dos de las cinco unidades experimentales (2/5, ver Tabla 2). Los brotes 

tenian cuatro costillas (forma de “ldpiz*). El explante generé, asimismo, raiz de 

dimensiones menores a aquellos que no presentaron brotes. 

En el tratamiento hormonal 0.5 mg/L de KIN con 1.0 mg/l. de ANA dos unidades 

experimentates generaron raiz y tres generaron callo verde hialino, escaso y friable. El 
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crecimiento del calio tenia la apariencia de pequefias gotas con un ligero color verde claro. 
No hubo produccién de brotes axilares. 

En los tratamientos con 1 mg/L de KIN y todas sus combinaciones de ANA se presento 
una marcada proliferacién de callos (Tabla 2) de tamafio evidentemente mayor en 
comparacién con los que se llegaron a producir en los tratamientos hormonales 
anteriores, ademas de presentarse brotes axilares con morfologia angulosa (ver Tabla 1). 

Los callos presentaron un cofor verde mas intenso al centro y verde claro a transparente 
enla superficie del mismo. Fueron callos duros, muy consistentes en el centro y menos en 
la superficie. Sin embargo, no se logré mantener y mucho menos diferenciar alguno. Tal 
eventualidad se debié a que los callos resultaron sumamente susceptibles a la oxidacién. 
Las resiembras se realizaron con todo el explante (pues no se querian perder o maltratar) 
en medio de cuitivo fresco con el mismo tratamiento hormonal; con una concentracién 
hormonal menor (0 mg/L de KIN con 0.4 mg/L de ANA); en medio de cultivo liquido, sin 
explante, con un puente de papel filtro, en concentraciones de fitohormonas iguales o 
menores (0 mg/L de KIN con 0.1 mg/L de ANA). En cada caso ocurrié la muerte del callo 
por oxidacién y en donde aun persistia el explante, el callo oxidado se disgregd 
completamente para dar lugar, posteriormente, a la rizogénesis en el explante. Es 
importante resaltar que los calios generados se produjeron con rapidez (en promedio 20 
dias) y mayor abundancia (2.5 cm de didmetro) en comparacion con la de los otros 
tratamientos en donde también se generaron. 

Posteriormente, se opté por cortar los callos de los explantes. Estos se resembraron solos 
en medio de cultivo fresco, sdlido y con la concentracién original de hormona. Después de 
tener una semana en el medio de cultivo fresco se oxidaron completamente. Por fo tanto, 
es necesario disefiar otros métodos para mantenerlos. Posiblemente se preserven si al 

medio de cultivo se le agrega un agente antioxidante (por ejemplo acido ascérbico o 

carbon activado). 
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Por otro tado, hubo explantes (1 mg/L de Kin con 0 mg/L de ANA) en fos que el callo fue 

escaso y, que al ser resembrados, se oxidaron y dieron lugar a ta rizogénesis en aquél. En 

otros explantes no hubo respuesta y se resembraron en el tratamiento 5 mg/L de KIN con 

0.1 mg/L de ANA para la induccién de organogénesis. Seis de los ocho sistemas de 
Cultivo transferidos de concentraciones hormonales menores (0 y 1 mg/L de KIN junto con 
variantes de ANA) hacia altas, generaron de 1 a 3 brotes (en promedio 1.375 brotes + 

0.420 E.E.). 

EI tejido del explante fue sensible a un amplio intervalo de concentraciones en cada uno 

de los tratamientos con 5 mg/L de KIN y todas las concentraciones de ANA. Algunos de 

los brotes generados en el tratamiento 5 mg/L. de KIN con 0.1 mg/L de ANA alcanzaron 

una longitud de hasta 2.9 cm (ver promedio en Ia Tabla 1), los brotes se desarrollaron con 

mayor rapidez y fa longitud que alcanzaron fue la maxima en relacién con los otros brotes 

obtenidos en el resto de los tratamientos (Tabla 1). 

Es dificil evidenciar el inicio de formacién de brotes en esta especie debido a que se 

encuentran espinas largas, gruesas y espesas en las aréolas: sin embargo, se logrdé 

observar. El inicio de formacién de brotes se presenté en forma tipica como se presenta 
en condiciones in vivo. De entre las espinas se denota un color rojo carmesi, caracteristico 

de los brotes emergentes. Conforme se produce el crecimiento, el color persiste en gran 

parte del apice del brote y en las partes laterales del mismo; en brotes con 0.5 cm de 

longitud el color se empieza a desvanecer. El desarrollo se produjo répidamente en la 

combinacién hormonal 5 mg/L de KIN con 0.1 mg/L de ANA: entre 20 6 25 dias 

alcanzaron el centimetro de longitud a diferencia de las dem4s combinaciones 

hormonales, las cuales apenas alcanzaron el centimetro de longitud en el mismo periodo. 

De modo general, los brotes obtenidos por aréola fueron de 1 hasta 4. En ta mayoria de 

los casos se generaron uno a la vez (un brote de 0.5 cm, una vez obtenida tal longitud, se 

empieza a diferenciar el o los demas brotes). Sin embargo, se presenté una produccién 

masiva de brotes: en un explante se generaron hasta 16 brotes aplanados en Ia aréola 
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compuesta, presentando todos una misma longitud desde su formacién inicial y la mayoria 

presenté una morfologia aplanada. 

La mayoria de los brotes se generaron en ta aréola compuesta (como ocurre en 

condiciones in vivo) y, de modo poco frecuente, en las aréolas subapicales. De estas 

aréolas subapicales se obtuvieron hasta tres brotes por cada una; esto ocurrié del mismo 

modo en todas las combinaciones hormonales en donde se generaron brotes. 

Los brotes con morfologia angulosa son los unicos que se presentan en las 

combinaciones hormonales menores y mayores a 5 mg/L de KIN y 0.1 mg/L de ANA 

(Tabla 1). En cambio, en esta combinacién de hormonas se obtuvieron brotes en nimeros 

similares (ver Tabla 1). En condiciones de cultivo in vivo las proporciones cambian. Por 

rama, el numero promedio de brotes aplanados fue de 10.222 + 1.730; el numero 

promedio de brotes angulosos fue de 6.556 + 1.501 (datos obtenidos de nueve ramas). 

Es importante resaltar que los brotes axilares primarios obtenidos in vitro con morfologia 

angulosa invariablemente produjeron brotes secundarios angulosos y de dimensiones 

menores (la mitad de la fongitud dei brote primario). Estos brotes secundarios no crecieron 

mas, es decir, nunca alcanzaron las dimensiones de los primeros. En algunos casos, los 

brotes secundarios generaron brotes terciarios, de dimensiones ligeramente menores a 
los secundarios, siempre de morfologia angulosa y, de igual forma, nunca alcanzaron el 
tamafio de aquellos que le dieron origen. Generalmente, del brote primario obtenido in 

vitro, se generaron de 2 a 3 brotes secundarios. 

Los brotes axilares primarios obtenidos in vifro con morfologia aplanada generaron brotes 

secundarios de los dos tipos de morfologia. Sin embargo, éstos ultimos fueron de 

morfotogia angulosa tanto en ios angulosos como en tos aplanados y fueron también de 

dimensiones menores a los primarios. Con el transcurso del tiempo, la longitud de todos 

los brotes generados fue relativamente igual. Esto solo ocurrié en la combinacién 
hormonal 5 mg/L de KIN y 0.1 mg/L de ANA, porque en 10 mg/L de KIN y sus 
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concentraciones de ANA los brotes secundarios y terciarios permanecieron con su 

Jongitud original, es decir, se observaron brotes axilares de longitud menor a los que le 

dieron origen. 

El crecimiento ramificado caracteristico en la planta in vivo también se observo en los 

cultivos in vitro. La generacién de brotes secundarios es relativamente rapida en la 

combinacién hormonal 5 mg/L de KIN y 0.1 mg/L de ANA. Una vez que los brotes 

primarios alcanzaron Ja longitud promedio de 1.664 + 0.091 cm (en el mismo tratamiento), 

los secundarios se generaron después de 17.333+9.333 dias. E! tiempo de produccién de 

los brotes secundarios se prolongé aun mas en relacién con la concentracién de la 

combinacién hormonal. En tratamientos con 0, 0.5 y 1 mg/L de KIN (con sus respectivas 

combinaciones de ANA) el tiempo de obtencién de brotes secundarios se extendié hasta 

un promedio de 83.012 + 1.698 dias o definitivamente no hubo tal generacio6n. Estos 

brotes secundarios, en todos los casos en donde se obtuvieron, fueron de dimensiones 

menores a tos brotes primarios y en mayor proporcién (3:1), fueron de morfologia 

angulosa y su longitud no rebasé los 0.6 cm. 

Los brotes de morfologia angulosa obtenidos in vitro resultaron ser mas resistentes en 

comparacién con los brotes aplanados. En las primeras tesiembras realizadas, los 

cladedios aplanados no se tograron mantener en los cultivos in vitro, es decir, al ser 

resembrados se oxidaron. Asimismo, al momento del traspaso a tierra, las plantas con 

cladodios aplanados se deshidrataban evidentemente; en cambio, las plantas con 

cladodios angulosos permanecieron turgentes. 

En ningun tratamiento hormonal se presentaron brotes vitrificados. 

Como lo muestra la Tabla 1, en todas fas combinaciones hormonales con 10 mg/L de KIN 

y las diferentes concentraciones de ANA se suscité la produccién de brotes. La apariencia 

de los brotes obtenidos invariablemente fue angulosa. La generacién de brotes 

secundarios fue mas rapida y mayor en numero en comparacién con el resto de las 
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combinaciones hormonales ensayadas. La morfologla de estos brotes secundarios fue, en 

su totalidad, angulosa. La longitud que alcanzaron los brotes secundarios fue casi similar 

a los brotes primarios (menos de 1 cm). Sin embargo, los brotes terciarios presentaron 

una tongitud de al menos la mitad de los brotes secundarios. 

En estas combinaciones hormonales se logré un crecimiento muy ramificado, es decir, se 

obtuvo un pequefio matorral in vitro. Este aspecto se pudo apreciar después de 11 meses 

de cultivo. En ningun otro tratamiento (ni siquiera en 5 mg/L de KIN con 0.1 mg/L de ANA) 

se observe este aspecto. 

Consecuentemente y en relacién con los resultados obtenidos del cultivo in vitro, se 

procedié a propagar masivamente a la planta en la combinacion hormonal 5 mg/L de KIN 

y 0.1 mg/L de ANA. Se procuré que el explante fuera lo mas grande posible. 

Una vez que los brotes alcanzaron su altura maxima en cultivo in vitro (1.5 cm) se 

resembraron (junto con e! explante) a medio para enraizar. Una vez obtenida la raiz, se 

transfirié a las plantas en medio de cultivo libre de hormonas, por un mes, para eliminar el 

efecto de las hormonas (Clayton ef al, 1990) y continuar con la siguiente fase de 

evaluacién del metabolismo CAM con plantas estandarizadas en un medio de cultivo de 

composicién comun. 

6.1.2 Chamaecereus silvestrii. 

Como to muestra la Tabla 3 esta especie de cactaécea fue sensible a un amplio intervalo 

de concentraciones de KIN, pues se obtuvieron brotes en todos los tratamientos 

hormonales propuestos. No obstante el] numero, el inicio de formacién de brotes 

(organogénesis) y ta apariencia de los mismos, fueron significativamente diferentes entre 

los tratamientos (de acuerdo con el andlisis estadistico en las dos primeras variables de 

respuesta). 
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Con respecto al ntimero de brotes axilares generados por explante, la combinacién 

hormonal en la que se obtuvo un numero significativamente mayor fue 10 mg/L de KIN y 

0.1 mg/L de ANA con una media y error estandar de 14.800+0.860. En el control 

(tratamiento sin reguladores de crecimiento vegetal) fue en donde se obtuvo ef numero 

significativamente menor de brotes axilares generados por explante (1.00020.000). 

De modo semejante, en la combinacién hormonal 10 mg/L de KIN y 0.1 mg/L de ANA se 

generaron los brotes axilares en un tiempo menor (11.20040.860 dias). De forma 

contraria, en la combinacién hormonal 0 mg/L. de KIN y 4 mg/L de ANA los brotes se 

obtuvieron en un periodo mayor: 49.400£8.704 dias. Sin embargo, estas diferencias no 

fueron significativas, pues se observa -en la misma Tabla 3- que el inicio de formacién de 

brotes axilares fue, en general, semejante en los veinte tratamientos hormonales. 

No hubo diferencias significativas en relacién con la longitud de los brotes axilares 

obtenidos en los tratamientos hormonales, posiblemente, debido al tiempo que transcurrid 

en la toma de los datos de los resultados (dos meses). 

En el inicio de raiz no hubo diferencias significativas en los cultivos. No obstante, se 

advirtié que en la combinacién de hormonas 5 mg/L de KIN y 0.5 mg/L. de ANA aparecié 

primero la raiz (153.80048.405 dias) y en el tratamiento 0 mg/L de KIN con 0.1 mg/L de 

ANA aparecié en ultimo término (404.800+63.399 dias). 

El peso fresco de los brotes axilares fue significativamente diferente en todos los 

tratamientos ensayados. El tratamiento en el cual se obtuvo un peso fresco 

significativamente mayor fue 10 mg/L de KIN con 0.1 mg/L de ANA (0.49740.056 g), 
siguiendo en magnitud et tratamiento 10 mg/L de KIN con 0.5 mg/L de ANA (0.402+0.056 

g). El tratamiento en donde se obtuvo un peso fresco significativamente menor 

(0.017+0.001 g) fue 0.5 mg/L de KIN con 0 mg/L de ANA. 
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En el tratamiento hormonal 10 mg/L de KiN con 0.1 mg/L de ANA se obtuvo el mayor 

numero de brotes, en el tiempo mas corto (ver Tabla 3), cuya morfologia fue similar a la 

planta madre y en el que el peso fresco fue comparativamente mayor al! resto de los 

tratamientos. Por consiguiente, esta combinacién hormonal fue elegida como la apropiada 

, para la propagaci6n masiva in vitro de C. silvestni. 

De modo particular, en las concentraciones hormonales de 0 mg/L de KIN los brotes 

generados fueron largos 0 cortos pero siempre delgados. En los primeros (0 y 0.1 mg/L de 

ANA), las aréolas se observaron definidas (con morfologia tipica en relacién con la planta 

madre); en los segundos (0.5 y 1.0 mg/L de ANA) los brotes se observaron vitrificados. La 

vitrificacién en las plantas esta caracterizada por una desorganizacién de sus tejidos 

normales, ausencia de cera epicuticulares y como caracteristica principal la presencia de 

células hipertrofiadas (Leshem et a/., 1988). La apariencia de las plantas vitrificadas es 

vitrosa, sus tallos y hojas son gruesos y rigidos, presentan caracteristicamente un 

contenido inferior de proteinas y clorofila y por ultimo, presentan un contenido de agua 

mayor (Béticher ef a/., 1988). En nuestro caso, la vitrificacién en los brotes de esta 

especie se manifest6 ademas con aréolas apenas indicadas por una o dos espinas, tallo 

con epidermis delgada, como si no presentasen cuticula y de color verde claro, (los cactos 

teferidos como anormales; Dabekaussen et al., 1991). 

En los tratamientos hormonales con 0.5 y 1.0 mg /L de KIN, en todas sus series de 

concentraciones de ANA, se obtuvieron brotes alargados y generalmente de mayor 

longitud con respecto a los obtenidos en la combinacién hormonal elegida 10 mg/L de KIN 

y 0.1 mg/L de ANA (ver Tabla 3). Aunque los brotes presentaron el color verde 

caracteristico de la planta madre, no mostraron la estructura aréolar tipica, es decir, las 

aréolas tuvieron un numero reducido de espinas (2 a 5); asimismo, el dpice de algunos 

brotes generado fue céncavo (no se evidencié el meristemo apical). A pesar det tiempo 

transcurrido en los cultivos in vitro no se observé crecimiento en estos brotes. 
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En los tratamientos hormonales con 5 mg/L de KIN y sus combinaciones de ANA fos 

brotes generados fueron de longitud menor a los generados en 0.5 y 1.0 mg/L de KIN (con 

sus respectivas concentraciones de ANA) y con un grosor mayor, pero menor en 

comparacién con el grosor de los brotes que se obtuvieron en la combinacién hormonal 10 

mg/L de KIN y 0.1 mg/L de ANA. Las aréolas mostraron una morfologia caracteristica. 

En las combinaciones con 10 mg/L de KIN y sus respectivas concentraciones de ANA, los 

brotes presentaron caracteristicas morfolégicas sumamente similares a fa planta cultivada 

in vivo. En estas combinaciones hormonales no se presentaron brotes anormales, en 

cambio, se observ6 un desarrollo superior de los brotes y raices en comparacién con los 

brotes obtenidos en el resto de fas combinaciones hormonales. En la combinacién 

hormonal 10 mg/L de KIN y 0.1 mg/L de ANA se llegé a obtener en un explante hasta 42 

brotes axilares normales, con aréolas bien definidas y con morfologia idéntica a la planta 

madre. 

La formacion de brotes en los cultivos in vitro se presenté de manera semejante a como 

se presenta en la planta cultivada en condiciones in vivo. La formacién de brotes empez6 

con una proliferacién celular a manera de callo de color verde claro en cada una de las 

aréolas (en Ia planta in vivo se observa un aspecto lanudo de color blanco con matices 

amarillos en la aréola). Posteriormente, el brote se diferencia ya que se observaron las 

primeras espinas; no se presentd en el brote incipiente el color rojo carmesi como ocurridé 

en R. rosea, Sélo se produjo un brote por cada aréola. A diferencia de fas plantas 

cultivadas in vivo bajo condiciones de luz solar, los brotes obtenidos in vitro se 

desarrollaron de manera elongada en los tratamientos hormonales con 0, 0.5 y 1.0 mg/L 

de KIN. En los tratamientos con 5 y 10 mg/L de KIN los brotes se produjeron en forma de 

esferas, tal como ocurre en condiciones in vivo; sin embargo, el tamafio de tos brotes 

generados in vitro fue menor y la morfologia de éstos tendié a ser ovoide en la mayoria de 

los casos, conforme se desarrollaban. 
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En los doce primeros tratamientos hormonales de la Tabla 3, los brotes formados in vitro 

presentaron fa base ensanchada y las aréolas del area poco diferenciadas, el resto del 

brote fue alargado y con aréolas bien desarroiladas y diferenciadas hasta el apice. 

La formacién de callo sélo se presenté en aquellos explantes cuyas aréolas quedaron 

incrustadas en el medio de cultivo. Cuando se obtuvo callo, éste fue de color verde de 

intensidad mayor al centro y verde claro hialino a blanco transparente en su superficie. At 

tealizarse los subcultivos sdlo se oxid6 la parte de tos callos que estuvo en contacto con el 

medio de cultivo, el resto prosperé. El crecimiento de los callos cbtenidos fue mayor 

cuando la intensidad iuminica en el cultivo disminuyé y el medio de cultivo no presentd 

feguladores de crecimiento. En esta condicién luminica el color verde fue uniforme en 

todo el callo. Debido a que la obtencién de callo en los tratamientos hormonales fue 

fortuita y que se obtuvo una buena respuesta en la produccion de brotes, no se realizé ta 

diferenciaci6n de tos callos obtenidos. Sin embargo, se empezé a generar la 

diferenciacién de brotes en callos que no se subcultivaron por un tiempo largo (cuatro a 

seis semanas). Los brotes diferenciados a partir de callos se observaron como pequefias 

estructuras con apariencia de embriones de forma cilindrica, posteriormente, se inicié la 

diferenciacién de las aréolas y pronto adquirieron la morfologia de brotes axilares de 0.5 

cm de largo; una vez desarrollados fueron semejantes en morfologia.a los obtenidos en la 

combinacién hormonal 10 mg/L de KIN y 0.1 mg/L de ANA, con la caractertstica de que su 

crecimiento fue mayor con respecto a los obtenidos en mencionada combinacién. Por otro 

lado, su color fue ligeramente claro en comparacién con el resto de los brotes obtenidos 

en todos los tratamientos. La raiz se generé de forma similar a la de la concentracién 10 

mg/L de KIN y 0.1 mg/L de ANA. Si tos callos con estructuras como embriones se 

subcultivaban a medio fresco, la diferenciacién de los brotes no Ilegaba a su término. Los 

callos solamente se diferenciaron en brotes; no se presente la diferenciacion en ralz. 

Los brotes vitrificados en esta especie de cactacea sélo se presentaron, como en el caso 

de R. rosea, cuando los brotes y aréolas entraron en contacto con el medio de cultivo, por 

lo que se consideré que no fue relevante la vitrificacién en esta especie de cactacea. 
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Para obtener una buena y rapida respuesta en relacién con la formacién de brotes se 
observé, al igual que en las otras dos especies, que el tamafio del explante debe de ser 
de 1.5 cm por lo menos, ya que en tratamientos hormonales en donde se obtuvieron 
brotes vigorosos, con explantes de menor magnitud no se obtuvo tal respuesta en el 
mismo tratamiento hormonal. En los explantes de 1.5 cm todas las aréolas reaccionan al 
tratamiento hormonal 10 mg/L de KIN con 0.1 mg/L de ANA iniciando la formacién de 
brotes simultaneamente. En explantes de menor dimensién no se obtuvo la activaci6n de 
todas las aréolas, sino de ai menos la mitad de ellas; los brotes generados de explantes 
de dimensiones menores no se diferenciaron, ni se desarrollaron y se oxidaron con el 
paso del tiempo. 

Por otro lado, no resultaron ser adecuados los explantes que formaron parte de la zona 
apical de las plantas in vivo ya que fa formacién de brotes se interfirié y, en algunas 
ocasiones, se bloqueé completamente. Explantes con esta caracteristica continuaron su 
crecimiento apical, formaron una extensién de la parte apical del mismo explante; los 
brotes que se formaron debajo del apice de éste, presentaron una tendencia a la 
‘vitrificacion, no se desarrollaron y se oxidaron con el paso del tiempo (no alcanzaron 0.7 
cm de longitud). 

Una vez mas se puso de manifiesto el hecho de que las condiciones ambientales y 
estacionales de la planta in vivo, en esta especie en particular, fueron decisivas para fa 
obtencién de una buena respuesta en tos cultivos in vitro. Se observé que los explantes 
cultivados en los primeros seis meses del afio (en la combinacién hormonal 10 mg/L de 
KIN y 0.1 mg/L de ANA), presentaron una buena respuesta en la formacién de brotes, 
siendo en el mes de febrero cuando se obtuvo una rapida respuesta al tratamiento 
hormonal; en cambio, en los meses de Ja segunda mitad del ano, particularmente en el 
mes de septiembre, el inicio de formacién de brotes se retraso alrededor de 150 dias 
(147.600212.176) en el mismo tratamiento hormonal (10 mg/L de KIN con 0.1 mg/L de 
ANA).
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A diferencia de R. rosea, fue posible el enraizamiento de !os brotes separados del 

explante obtenidos in vitro de C. silvestni, sin el inconveniente de que el crecimiento de 

éstos cesara, el sistema radicular generado fuese escaso o que los brotes secundarios no 

se desarrollaran como tos primarios que les dieron origen. 

Considerando la informacién obtenida en respuesta a los tratamientos hormonales 

ensayados, se procedié al cultivo masivo de esta especie de cactdécea en la combinacién. 

hormonal elegida (10 mg/L de KIN y 0.1 mg/L de ANA). Se realizé el cultivo in vitro a partir 

de los brotes previamente obtenidos para la multiplicacién de los mismos. No obstante 

que se obtuvieron brotes en los lapsos observados con anterioridad (ver Tabla 3), el 

tiempo de desarrollo de los brotes se prolongé demasiado ya que no presentaron raiz, 

razon por la cual todos los brotes se obtuvieron a partir de la planta in vivo. Una vez que 

los brotes alcanzaron 1.5 cm de largo se enraizaron en medio de cultivo sin KIN, sdlo con 

0.1 mg/L de ANA; las plantulas fueron transferidas a medio de cultivo sin reguladores de 

crecimiento, por un mes, para obtener plantas libres de influencia de alguna fitohormona y 

dar comienzo a la estimacién del metabolismo CAM. 

6.1.3 Epiphyllum crenatum. 

En la tabla 4 se muestra la respuesta de E. crenatum al cultivo in vitro con la combinacién 

hormonal unica 1 mg/L de KIN y 0.1 mg/L de ANA. 

Esta especie de cactacea reaccioné favorablemente a la combinacién hormonal propuesta 

por Lazarte y colaboradores en 1982 para E. chrysocardium mencionada anteriormente. 

El inicio de formacién de brotes axilares empezé con una proliferacién celular en la aréola 

a manera de callo de color verde-claro opaco; posteriormente, el brote adquirié forma. No 

se observe el pigmento de color carmesi en el brote incipiente como en R. rosea. El brote 

fue de un color verde de mayor intensidad con respecto al callo inicial. 
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Generalmente, los brotes axilares formados in vitro presentaron tres costillas, raz6n por la 

cual les conferia un aspecto cilindrico, estrecho y compacto (forma caracteristica de las 

plantas jévenes cultivadas in vivo). Sin embargo, a! aumentar la longitud de! explante se 

lograron obtener, desde el principio de la sintesis, brotes completamente planos, similares 

a la forma de las plantas maduras in vivo, pero de menor fongitud que los primeros y con 

el transcurso de! tiempo, en el cultivo in vitro, su longitud aumenté. 

La vitrificacién de los brotes no tuvo lugar en esta especie de cactacea; asi como tampoco 

hubo formacién de callo. La formacién de raiz se presenté muy tempranamente en el 

explante y en las aréolas del mismo. Mauseth (1979) obtuvo raices adventicias de forma 

espontanea cuando cultivé in vitro hibridos de Epiphylium. Una vez obtenido un brote de 

esta especie, las aréolas del brote empezaron a generar raiz. El dato que se encuentra en 

la tabla No. 4 se refiere al periodo que tard6 el brote axilar obtenido, bajo condiciones in 

vitro, para la generacién de raiz (no se consideré el inicio de raiz del explante ni el de las 

aréolas del mismo). 

De modo semejante a R. rosea, en E. crenatum los brotes generados in vitro debieron 

presentar el explante para que prosperase la nueva planta. Asimismo, el numero de 

brotes en esta especie de cactacea aumento con el tiempo. Las plantas obtenidas, se 

subcultivaron en medio sin reguladores de crecimiento durante un mes, para contrarrestar 

el efecto de los mismos. A estas plantas se les estimé tos parametros del metabolismo 

CAM. , 

Result6é evidente que Chamaecereus silvestri fue la especie con la cual se obtuvo un 

numero significativamente superior de brotes axilares (14.800+0.860 brotes axilares por 

explante; ver tabla 3), Rhipsalidopsis rosea en segundo término con 4.800+0.374 brotes 

axilares por explante (Tabla 1) y por ultimo, Epiphyllum crenatum con 2.000£0.228 brotes 

axilares por explante (Tabla 4). Ademas, también fue Chamaecereus silvestni la especie 

en donde la generacién de brotes axilares se present6 con mayor rapidez (11.800+0.860 

dias) y la especie en la que el peso fresco fue superior con respecto a las dos epifitas 
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(0.49740.056 g). Sin embargo, en R. rosea se logré estimular al maximo la produccién de 

brotes axilares, pues en condiciones normales fa planta genera dos y hasta tres brotes por 

cladodio; en condiciones de cultivo in vitro, la planta generé en promedio cinco brotes por 

cladodio y en un explante se obtuvieron hasta dieciséis brotes sélo en la aréola 

compuesta. En E. crenatum la produccién de brotes axilares fue similar a la planta in vivo 

(un brote por aréola) pero el tiempo de generacién de brotes se redujo, tanto en la sintesis 

de novo como en la obtencién de un segundo brote en la misma aréola. 

En las tres especies de cactaceas se obtuvo un 100 % de supervivencia de las plantas 

generadas in vitro y trasplantadas a suelo. 

6.2 METABOLISMO ACIDO DE CRASULACEAS (CAM). 

El comportamiento fisiolégico de las tres especies de cactaceas evaluadas, en términos 

del contenido de acidez titulable y !a fijacibn de CO2, sugiere un metabolismo CAM en las 

plantas bajo condiciones de cultivo in vitro (dia 0) y en las plantas, de origen in vitro, 

colocadas después de 5 y 10 dias en suelo (dia 5 y 10, respectivamente) (Figuras 3, 4 y 

5). 

6.2.1. Acidez titulable e intercambio de CO). 

En Rhipsalidopsis rosea el comportamiento de la acidez titulable en tos dias 0 y 5 fue 

similar y, por tanto, difiere del comportamiento de la acumutacién de la acidez titulable del 

dia 10. Este ultimo comportamiento fue parecido al patron de acumulacién de acidez en la 

planta control (Figura 3). En la especie se observé un aumento en la cantidad de acidez 

titulable y en ta fijacién de CO2, acumulados a través del dia 0 hasta el dia 10, por lo que 

sugiere un restablecimiento o potenciacioén de CAM (Figura 3). La acidez total obtenida 

durante el periodo completo de oscuridad de las plantas de! dia 0 correspondio al 68.186 

% de la acidez observada en la planta control (planta in vivo). En e! dia 5 la proporcién 
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aumenté hasta un 88.870 % yenel dia 10 la Proporci6én aumentd6, sorprendentemente, 

1.102 veces (110.2 %) con respecto a la acidez total observada en la planta control. 

En tanto, a las 16 horas de permanecer las plantas en oscuridad, se presenté la mayor 

acumulaci6n de acidez en el dia 0 y 5 (83.866413.171 y 105.523424.797 peq/g de tejido 

fresco, respectivamente). En tas plantas del dia 10 y las plantas control, la maxima 

acumulacién de acidez ocurrié a las 8 horas de oscuridad (131.717424.537 y 

96.45745.828 j1eq/g de tejido fresco, respectivamente). A las 16 horas se presenté una 

disminucion en la acumulacién de acidez en estas mismas plantas (Figura No. 3, A-D). En 

otras palabras esta especie de cactacea tiene su maxima acumulacién de acidez a la 

mitad del periodo de oscuridad, bajo las condiciones ambientales manejadas. No 

obstante, las diferencias encontradas no fueron estadisticamente significativas a lo largo 

de las horas en oscuridad, en el transcurso de los dias ni de éstos con respecto a la 

planta control en esta especie de cactacea. 

En relacién con el CO2 asimilado por R. rosea (Figura 3, E-H), se obtuvo una fijacién 

significativamente mayor en la planta control. En el dia 0 se observé una fijacion de CO2 

por la especie que correspondié al 40.828 % de la proporcién del COz fijado por las 

plantas control. A diferencia de lo que se observé en la acumulacién paulatina de acidez 

en las plantas del dia 5, el cambio de las condiciones de cultivo in vitro a in vivo 

(aclimatacién a suelo) afecté la fijacion de CO2 en las plantas y se obtuvo una clara 

disminucién de la toma de CO2. La proporcién de la fijacién de CO2 bajé hasta un 2.944 % 

de! CO; total fijado por las plantas control en la noche. En el dia 10 se presenté un 

aumento del 6.029 % en la proporcién de fijaci6n de CO2 con respecto al CO, total fijado 

por la planta contro!, por lo que, de acuerdo con estos resultados, se esperaria un 

restablecimiento en la toma de CO; por la planta durante ta noche a lo largo del tiempo. 

El patron de fijacién de CO2 con respecto a la hora del dia fue significativamente mayor al 

comienzo del periodo de oscuridad en la plantas del dia 0 (22.222+0.797 umoles de CO2 

fijados/g de tejido fresco/ minuto) y, posteriormente, la fijacién disminuy6 a través del 
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periodo de oscuridad hasta un punto de 0.25540.116 moles de CO2 /g de tejido fresco/ 

minuto al final del periodo de oscuridad. En el dia 5, el nivel de fijacion del CO2 por jas 

plantas fue el menor en relacién con el resto de las plantas en sus respectivas 

condiciones experimentales (Figura 3, F). La mayor cantidad de CO, adquirido fue a la 

mitad del periodo de oscuridad 0.1560.015 pmoles de CO, /g de tejido fresco/ minuto y la 
menor fue al final del periodo de oscuridad (0.04140.007 bmoles de CO: /g de tejido 

fresco/ minuto). En ei dia 10 la fijacion de CO, por la planta presenté un patrén cercano al 

de la planta control (Figura 3, G). Es decir, la fijacion de CO, fue mayor durante la ultima 

parte del periodo de oscuridad: en el dia 10, las plantas fijaron 0.198+0.052 moles de 

COQz /g de tejido fresco/ minuto a las 16 horas de permanecer en oscuridad y la fijacién 
menor fue al inicio del periodo de oscuridad (0.12140.021 bmoles de COz /g de tejido 

fresco/ minuto). En ta planta control, ‘a fijacion significativamente mayor fue 4.25720.422 

moles de CO2 /g de tejido fresco/ minuto en 8 horas de oscuridad (Figura 3, H) y la 

menor fue 0.37320.150 pmoles de CO; /g de tejido fresco/ minuto al comienzo del periodo 

de oscuridad. 

En Chamaecereus silvestrii el comportamiento de! patron de acumulacién de acidez 

titulable (Figura 4, A-D) fue semejante al de R. rosea. En tos dias 0 y 5 la acumulacién de 

acidez en las plantas fue maxima al fina! de! periodo de oscuridad y en el dia 10 junto con 

la planta control fue a la mitad det mismo. Ademds, se Presenté un aumento en la 
acumulaci6n de acidez en C. silvestrii con el transcurso del tiempo de cultivo en suelo y a 
partir det cambio de condiciones de cultivo jn vitro a in vivo. 

En la Figura 4, A-D, se advierte que la acumulacién de acidez titulable en esta especie fue 
superior en las plantas cultivadas in vitro junto con las plantas aclimatadas a suelo, (de 

origen in vitro), en comparacion con la planta control, en las proporciones fueron de 1.026, 

1.289 y 1.588 veces mayores que la cantidad de la planta control en los dias 0, 5 y 10, 

respectivamente. 
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€n tos dias 0 y 5 se observa un progresivo incremento en fa acumulacién de acidez 

titulable conforme avanza ta noche. Se obtuvo la mayor acumulacién de acidez al final del 

periodo de oscuridad, esto es, 141.223415.612 (dia 0) y 198.727+8.598 (dia 5) veq/g de 

tejido fresco, respectivamente. De igual forma, la menor acumulaci6n en estos dias fue al 

principio del periodo de oscuridad: 104.566412.795 peq/g de tejido fresco en el dia 0 y 

116.900+16.085 peq/g de tejido fresco en el dia 5. 

Por otro lado, en el dia 10 y en la planta control, el patrén de acumulacién de acidez 

alcanz6 un pico maximo a fa mitad del periodo de oscuridad (209.900422.767 yeq/g de 

tejido fresco en el dia 10 y 144.977214.404 peq/g de tejido fresco en la planta control) y 

posteriormente decliné dicha acumulacisn al final de la noche (Figura 4, C). Empero, estas 

diferencias en la acumulacién de la acidez en las plantas a lo largo de tas horas en 

oscuridad y de jos dias no fueron estadisticamente significativas. 

La fijacién de COQ2 en C. silvestrii alcanz6, también, proporciones mayores en funcién del 

tiempo transcurrido las plantas cultivadas en suelo y en plantas trasplantadas de 

condiciones in vitro (dia 0) a condiciones de cultivo in vivo (dia 5 especificamente; Figura 

4, E-H). Se presentaron diferencias significativas en relacion con la cantidad de CQ, fijado 

en los dias evaluados en la especie y no a !o largo de las horas en oscuridad. A diferencia 

de R. rosea, en C. silvestrii no se presento una disminucién de fa cantidad de CO; fijado 

por efecto del cambio en las condiciones de cultivo, esto es, del cultivo in vitro al cultivo en 

suelo (comparar Figuras 3 y 4). En el dia 0, ta proporcién de CO; fijado por las plantas 

correspondio al 14.477 % det COz2 total fijado por ta planta control, en el dia 5 la 

proporcién subid a 17.027 % y para el dia 10 alcanzé 56.546 %. A pesar de tales 

condiciones, el patrén de fijacién de CO2 no fue uniforme (ver Figura 4, E-H), pues fos 

picos de maxima fijaci6n de CO2 fueron a 8 horas de oscuridad en las plantas del diaOy5 

(0.596+0.080 y 0.3150.044 j’moles de COz /g de tejido fresco/minuto, respectivamente) y 

al principio del periodo de oscuridad para el dia 10 (1.83640.985 pimoles de COz /g de 

tejido fresco/minuto) y al final del mismo para la planta contro! (2.785+0.931 moles de 

CO, /g de tejido fresco/minuto). 
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En la figura 4-E, result6 evidente la liberacion de CO2 durante el principio y final del 

periodo de oscuridad en esta especie de cactacea bajo condiciones de cultivo in vitro (dia 

0). 

En Epiphyllum crenatum el patrén de la acumulacién de la acidez titulable durante el 

periodo de oscuridad fue semejante (comparar Figuras 5 A-D), es decir, se observé una 

creciente acumulacion de acidez en las horas de oscuridad durante los dias 0, 5 y 10. Sin 

embargo, este patrén no coincidié con el de la planta control, en el cual, fa principal toma 

de COz fue, de forma inversa, al comienzo del periodo de oscuridad (posiblemente la 

planta control se encontraba en algunas de las modalidades de CAM, en respuesta al 

ambiente). La acidez titulable que mostré la planta control fue significativamente superior 

a las plantas de los dias 0, 5 y 10. 

En proporcién, el dia 0 presenté 9.410 % de la acidez total acumulada en Ia planta control. 

Este porcentaje aumento con el tiempo de cultivo in vivo a 10.283 % en el dia 5 y 14.007 

% en el dia 10. No obstante, las diferencias entre estos tres dias no fueron 

estadisticamente significativas, aunque si fueron significativamente diferente con respecto 

a la planta control. 

En los dias 0, 5 y 10 se obtuvieron los puntos significativamente mayores de acumulacién 

de acidez en esta especie durante la noche, esto es, 150.430+2.430, 205.000+15.000 y 

254.37540.625 jeq/g de tejido fresco, respectivamente. No se presentaron diferencias 

significativas entre las 8 y 16 horas en oscuridad en cada uno de estos dias. Los niveles 

significativamente menores fueron al principio del periodo de oscuridad (98.421+6.199 

Heq/g de tejido fresco en el dia 0, 97.85742.143 peq/g de tejido fresco en el dia 5 y 

133.27048.270 peq/g de tejido fresco en el dia 10). 

Con respecto a la fijaci6n de CO2 en esta especie, se obtuvo una marcada disminucién a 

partir del cambio de condiciones in vitro a suelo (Figura 5, E-H) en proporciones 

considerablemente reducidas en relacién con ta planta control. En el dia 0, se obtuvo 
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15.182 % del COz total fijado por !a planta control. Posteriormente, en los dias 5 y 10 las 

proporciones de fijaci6n de CO2 disminuyeron en las plantas durante el periodo de 

oscuridad hasta 5.265 % y 2.274 %, respectivamente, del COz total fijado por ta planta 

control. No obstante, las diferencias entre estas proporciones de fijacibn de CO2 durante 

los dias evaluados no fueron estadisticamente significativas. En cambio, se presentaron 

diferencias significativas entre los niveles altos de fijaci6n de CO2 de la planta control con 

respecto al resto de los dias en los cuales se encontraron las plantas cultivadas en suelo 

con origen in vitro. Asimismo, ta cantidad de COz fijado durante e} comienzo del periodo 

de oscuridad en la planta control fue, evidentemente, significativamente mayor al resto de 

las plantas. 

En el dia 0 la mayor fijacién de CO2 fue a la mitad del periodo de oscuridad con un nivel 

de 0.79220.116 pmoles de CQ fijados/g de tejido fresco/minuto, también en el dia 5 

(0.25340.039 moles de COz fijado/g de tejido fresco/minuto) y, por Ultimo, en el dia 10 

(0.10640.015 pmoles de CO; fijado/g de tejido fresco/minuto). Posteriormente, los niveles 

declinan, aunque no se encontraron diferencias significativas entre fa fijaci6n de CO. 

durante las 8 y 16 horas de oscuridad en los dias 0, 5, 10 ni en la planta control. 

Los resultados obtenidos en términos de fa fijaci6n de CO en las plantas cultivadas in 

vitro, sugieren que la actividad del CAM fue mayor en R. rosea pues esta especie fijé la 

mayor proporcién de CQ2 durante la noche (40.828 %), con respecto a las otras dos 

especies. E. crenatum y C. silvestni fijaron sdlo cerca de 15 % del COz total nocturno con 

respecto a las plantas control. Sin embargo, la magnitud de la actividad del CAM en R. 

rosea disminuy6é por el cambio drastico de las condiciones ambientales de los cultivos a 

las cuales se enfrentaron las plantas por la necesidad de su restablecimiento en suelo. 

Esta diminucién de la actividad CAM se observé marcadamente en ambas epifitas. En 

cambio, en C. silvestni (geofitica), la actividad de CAM se potencia con el transcurso de! 

tiempo durante la aclimatacién a suelo (comparar figuras 3, 4 y 5), en donde alcanza una 

respuesta superior a las dos epifitas en términos de la acumulacién de acidez y en ia toma 

de CO2. En tanto, en R. rosea y E. crenatum la actividad de CAM cae drasticamente hasta 
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que las plantas responden al nuevo ambiente restableciendo la actividad del CAM o 
evolucionando posiblemente hacia otra variante de CAM (como lo evidenciaron ios 
resultados de la toma CO. que progresivamente disminuyen en E. crenatum y aumenta, a 
la vez, la concentracién de acidez). 

6.2.2. Prolina. 

En la figura 6 se muestran los resultados obtenidos en la estimacién de los niveles de 
prolina en Rhipsalidopsis rosea en el transcurso de los dias y de las horas del periodo de 
oscuridad. Se obtuvieron diferencias Significativas entre las cantidades de prolina 
acumulada en las plantas por dias de Cultivo, entre las horas en oscuridad y entre los dias 
por las horas. En comparacién con la planta control, las plantas del dia 0 presentaron 
4.580 veces mas acumulaci6n de prolina y en el dia 5, 4.091 veces mas prolina que la 
planta control. Sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas 
entre estos dos dias (0 y 5), pero, éstos fueron significativamente menores que fa 
proporcién de la acumulacién de prolina que se obtuvo en el dia 10 (6.994 veces mayor 
que la proporcién de la prolina observada en la planta control) y, a su vez, estos tres dias 
(0, 5 y 10) fueron significativamente mayores que los niveles de prolina obtenidos en la 
planta control. En tanto, la acumulaci6n de Prolina significativamente mayor fue a las ocho 
horas de permanecer las plantas en oscuridad y al comienzo y término del periodo de 
oscuridad; tos niveles de prolina fueron significativamente menores con respecto a los de 
la mitad del periodo de oscuridad, pero entre estas dos etapas det periodo de oscuridad 
no se presentaron diferencias estadisticamente significativas. 

Et menor nivel de prolina fue obtenido en las plantas del dia 0, al principio del periodo de 
oscuridad (4.153+1.998 moles de prolina/g de tejido fresco). A la mitad det periodo de 
oscuridad el nivel de prolina presente en la especie aumenté a 10.637 umoles de prolina/g 
de tejido fresco y al final del periodo de oscuridad casi alcanz6 al nivel de prolina que se 
presento al comienzo del mismo (4.599+2.312 motes de prolina/g de tejido fresco). 
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En el dia 5, las plantas mantuvieron niveles de prolina bajos hasta la mitad del periodo de 

oscuridad, esto es, 4.593+0.419 jumoles de prolina/g de tejido fresco a las cero horas de 

oscuridad y 4.00511.187 jmoles de prolina/g de tejido fresco a las 8 horas en oscuridad. 

A las 16 horas de oscuridad se observé un aumento en la cantidad de prolina acumulada 

(8.71921.919 pmoles de prolina/g de tejido fresco) aunque esta elevacién, como ya se 

mencioné, no fue estadisticamente significativa. 

En el dia 10 la acumulacién de prolina fue significativamente mayor con respecto a los 

demas dias, pues se obtuvieron niveles de 9.79740.639, 14.21041.285 y 5.598+0.393 

moles de prolina/g de tejido fresco durante las cero, las ocho y las dieciséis horas del 

periodo de oscuridad, respectivamente. 

En fa figura 7 se observa el comportamiento de la acumulacién de prolina en 

Chamaecereus silvestri al paso de los dias y horas en oscuridad. La acumulacién de 

prolina en la especie fue, evidentemente, disminuyendo a partir del comienzo del periodo 

de oscuridad, en donde se obtuvieron niveles altos, hasta el final del mismo (figura 7). 

La acumulaci6n de prolina obtenida en los dias 0, 5 y 10 fue significativamente mayor en 

relacin con la planta control, pero la cantidad de profina que se observé en cada uno de 

estos tres dias no fue significativamente diferente. En el dia 0 fa acumulacién total de 

prolina durante la noche fue 1.422 veces mayor que la obtenida en la planta control; 
ademas, esta proporcién de prolina acumulada, en el mismo dia, fue menor en 

comparaci6én con fas proporciones obtenidas en los dias 5 y 10, esto es, 1.623 y 1.653 

veces mayor que la proporcién de prolina en fa planta control. 

En las horas 0 y 8 del periodo de oscuridad, no se presentaron diferencias significativas 

en la acumulacién de prolina en C. silvestrii en los tres dias evaluados, ni en la planta 

control. Sin embargo, los niveles de profina acumulada en estas horas fueron 

significativamente mayores en relacién con el nivel de prolina que se obtuvo al final del 

periodo de oscuridad y con respecto a los tres dias evaluados y a la planta control. En 
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otras palabras, en C. silvestrii la acumulaci6n de prolina se mantiene relativamente a 
niveles altos hasta la mitad del periodo de oscuridad y, posteriormente, disminuye. 

No obstante, las diferencias ya mencionadas y de acuerdo al andlisis estadistico 
realizado, es posible considerar que los niveles de prolina en las plantas del dia 0 y los de 
las plantas cgntrol son muy semejantes (0 muy probablemente iguales) y que, en 
respuesta, al cambio de ambiente, las plantas aumentan ligeramente la acumulacién de 
prolina. 

La cantidad mas baja de prolina se obtuvo en el dia 0 a las 16 horas (1.120 umoles de 
Prolina/g de tejido fresco) en comparacién con ta que se presenté en la planta in vivo ala 
misma hora (1.839 moles de Prolina/g de tejido fresco) y la mayor cantidad de prolina se 
obtuvo en el dia 10 al principio del periodo de oscuridad (3.330 moles de prolina/g de 
tejido fresco). 

En Epiphyllum crenatum ta acumulacion de prolina (Figura 8) se advirtié de modo 
considerable en tas plantas del dia 0. Después del cambio de atmésfera in vitro a in vivo 
los niveles de prolina disminuyeron notoriamente, siendo casi iguales a aquellos que 
presenté Ia planta in vivo. 

En las plantas de! dia 0 se present, duranté el periodo completo de oscuridad, una 
elevacion en la acumulacién de prolina, diferencia estadisticamente significativa, de 
11.919 veces en relacién con ta planta contro}. Esta Proporcién disminuyé en el dia 5, sin 
embargo, fue todavia 3.356 veces mayor que la proporcién obtenida en la pianta control. 
En el dia 10, se presenté un aumento de ia proporcién de 4.767 veces con respecto a la 
Pianta control. No obstante, de acuerdo con el andlisis estadistico realizado, las 
diferencias mencionadas entre los dias 5, 10 y la planta control no fueron 
estadisticamente significativas. 

75



  ‘a
 

de
 

te
ji
de
 

fr
es
co
 

de
 

pr
ol

in
a 

je
s 

m
m
o
l
 

100 

80 

60 

40 

20 

60 

40 

20 

0 
&e 

GO 

40 

20 

QO 
80 

60 

40 

  

  

  

T T T 

i ~ A 
4 S rly 

= NN 

[ eo . 
J J |. 
¥ T T 

8 

C 

— T f—----___ & 
4 t 1 
t T T 

    

    
  

8 

Horus en osecuridad 

0   
16 

A.Determinacién ce 

de prolina en 

Epiphyllurn crenatum a lo largo 

de los dias cultivo y en et 

| periado de os 
dad. A: dia QO; B: dia 5: 

oo dia 10; D: plantas control, 

Los vetores son la media + 

eb errarc ar de tres 

muestras independientes. 

   

        
    

  

   
  

    

 



  

  

Resultados. 

  

Las concentraciones de prolina mostradas en la figura 8, al transcurrir de las horas del 

periodo de oscuridad, no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre si 

ni con respecto a la planta control en los tres dias evaluados. 

Al principio del periodo de oscuridad en el dia 0, las plantas acumularon 77.849424.362 

ymoles de prolina/g de tejido fresco; en la mitad del periodo de oscuridad la cantidad de 

prolina disminuy6 considerablemente a 19.29540.222 umoles de prolina/g de tejido fresco 

y, al final del periodo de oscuridad, la cantidad de prolina fue menor, en orden 

16.76441.570 umoles de prolina/g de tejido fresco (Figura 8). 

Las plantas del dia 5 al inicio del periodo de oscuridad presentaron 9.34141.713 moles 

de prolina/g de tejido fresco; en la hora 8 del periodo de oscuridad se obtuvo una 

elevacién de la cantidad de prolina de 17.27641.256 moles de prolina/g de tejido fresco 

y, en la hora 16 del mismo periodo, se presenté una cantidad de prolina que fue la menor 

en este dia, del orden de 5.45321.935 ymoles de prolina/g de tejido fresco. 

Para el dia 10 la cantidad de prolina al comienzo del periodo de oscuridad fue 

15.32724.209 pmoles de prolina/g de tejido fresco; en la mitad del periodo de oscuridad 

se presenté una cantidad de prolina de 13.93840.186 moles de prolina/g de tejido fresco 

y al finalizar el periodo de oscuridad se obtuvo un nivel de prolina de 16.29046.767 

umoles de prolina/g de tejido fresco. 

Por ultimo, en la planta control se obtuvieron 4.59841.010, 3.34341.263 y 1.21640.323 

umoles de prolina/g de tejido fresco al principio, en la mitad y al final det periodo de 

oscuridad, respectivamente. 

De acuerdo con Ios resultados obtenidos en la especie, posiblemente la acumulacién de 

prolina en las plantas trasplantadas a suelo aumenta y, posteriormente, se espera un 

comportamiento como ei de la planta control. 
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En general, Chamaecereus silvestri presenté la menor acumulacién de prolina en relacién 
con las otras dos especies, ya que asi se observé durante la noche completa en el dia 0. 
Asimismo ésta fue la especie en la cual se obtuvo la menor elevacién de los niveles de 
prolina en respuesta al cambio de atmésfera in vitro a in vivo. Sin embargo, los niveles de 
prolina en ta planta control de R. rosea fueron ligeramente menores que los niveles de 
prolina de ta planta control de C. silvestni. 

6.2.3. Proteinas solubles. 

En la tabla 5, se muestran los valores de proteinas solubles obtenidos en cada una de las 
tres especies de cactdceas que fueron evaluadas. 

En Rhipsalidopsis rosea se observé un incremento constante en los niveles de proteina 
soluble a partir de las plantas cultivadas in vitro (dia 0) hasta las plantas dei dia 10 (Tabla 
5). La cantidad de proteinas solubles significativamente mayor fue en el dia 10. Esta 
cantidad de proteinas solubles correspondié a una proporcién 5.398 veces mayor que la 
cantidad obtenida en la planta control. Las cantidades de proteinas solubles en los dias 0 
y 5 fueron significativamente menores con respecto a la cantidad obtenida en tas plantas 
del dia 10. En estos dias (0 y 5), las proporciones de proteina soluble con respecto a la 
que se presenté en la planta control fueron 3.914 y 4.497 veces mayores, 
respectivamente, pero entre estos dos dias, los valores no fueron estadisticamente 
significativos. La cantidad de proteina soluble que Se obtuvo en ja planta contro! fue 
significativamente menor con respecto a los valores obtenidos en las plantas de los dias 
0,5 y 10. 

En Chamaecereus silvestrii, de modo contrario a lo que ocurrio en R. rosea, se presenté 
una disminuci6n significativa de ta cantidad de proteina soluble en las plantas de los dias 
0, 5y 10 (Tabla 5). 
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Tabla 5. Contenido de proteinas solubles en las tres especies de cactaceas evaluadas a lo 
largo de fos dias de cultivo in vitro e in vivo. Promedio de tres muestras y error estandar. 
  

Proteinas solubles (mg / g de tejido fresco) 
  

  

  

Especie 

Dia® R. rosea C. silvestrii E. crenatum 

0 §.11241.023 3.19141.099 3.293£1.397 

§ §.8734£0.424 1.336020.386 7.84840.421 
10 7.050£1.078 0.98440.338 14.37345.073 
w 1.30641.084 4.41240.459 3.86710.787 
  

a- dia 0: cultivo in vitro, dia § y 10: dias después del traspaso a suelo de las plantas obtenidas de los cultivos in 
vitro. 
b - planta in vivo. 

Tabla 6. Contenido de clorofila a lo largo de los dias de cultivo in vitro e in vivo de las tres 
especies de cactaceas estudiadas. Promedio de tres muestras y error estandar. 

  

  

  

Especie Dia" mg clorofila/g de tejido fresco 

a b Total alb 

R. rosea 0 4.89511.590 4.737+1.666 9.62923.251 1.05640.033 
5 1.10040.475 0.91740.391 2.01740.866 4.19620.008 
10 1.81440.878 1.53440.804 3.34641.681 1.217+40.065 
vw 1.31020.541 1.06610.348 2.459+0.826 1.14840.163 

C. silvestrii 0 0.36240.106 0.300+0.093 0.662+0.198 1.21740.024 
5 1.52740.194 0.802+0.109 2.329+0.302 1.91040.021 
10 1.92720.329 1.031+0.204 2.95820.532 1.89340.070 

Vv 1.01140.099 0.66940.062 1.680+0.160 1.512£0.044 

E, crenatum 0 3.205£1.183 3.05421.175 6,25942.357 1.06920.028 

5 3.44840.548 4.80940.527 4.89940.742 2.050+0.273 
10 3.02040.115 2.62540.177 5.645+0,.267 4.15840.062 
IV 3.880£2.346 3.315£2.296 7.19244,636 1.37840.1514 
  

a - dia 0: cultivo in vitro, dia 5 y 10: dias después del traspaso a suelo de las plantas obtenidas de los cultivos in 
vitro. 
b - planta in vivo.
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En el dia 0 la cantidad de proteina soluble representé el 72.325 % con respecto ala planta 
control. No obstante, de acuerdo con el analisis estadistico, esta diferencia no fue 
estadisticamente significativa. 

En los dias 5 y 10 apenas se obtuvieron 30.825 % y 22.303 % de la proporcién total de 
proteinas solubles obtenidas en ta planta control, Las diferencias encontradas entre estos 
dos dias no fueron significativas. 

En Epiphyllum crenatum se presento un incremento continuo en la cantidad de proteina 
soluble a través de los dias de cultivo (Tabla 5). En el dia 0 sélo se alcanzé 85.156 % de 
la cantidad correspondiente a la planta control. En los dias 5 y 10 los niveles de proteina 
soluble fueron 2.029 y 3.717 veces mayores que la cantidad de proteina soluble en la 
planta control, respectivamente. No obstante, no se obtuvieron diferencias significativas 
en la cantidad de proteinas solubles entre los dias de Cultivo (0, 5 y 10) ni con respecto a 
la planta control. , 

De acuerdo con los resultados, fue evidente que E. crenatum presenté ta mayor cantidad 
de proteinas solubles con respecto a las otras dos especies de cactaceas. La segunda en 
magnitud fue R. rosea y la que Presenté menor cantidad de proteina fue C. Silvestri. 

6.2.4. Clorofila. 

En la tabla 6 se evidencian los resultados obtenidos en la estimacién de la clorofila en las 
tres especies de cactaceas. 

En Rhipsalidopsis rosea se observé un nivel de clorofila a 3.737 mayor que la planta 
control en el dia 0. No obstante, la cantidad de clorofila a (y en general la cantidad de 
clorofila b y clorofila total) disminuyé en el dia 5 hasta sdélo alcanzar 83.969 % de la 
cantidad totat de clorofila a obtenida en la planta control. En el dia 10 la concentracién de 
clorofila a (clorofila a, clorofila total y la proporcién clorofilas a/b) se restablecié de modo 
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considerable y sobrepasé6 la cantidad obtenida en la planta control por 1.385 veces mas. 

En la Tabla 6, result6 evidente que la menor concentracién de clorofila a fue en el dia 5 y 

lta mayor en ef dia 0. Sin embargo, estas diferencias en las concentraciones de clorofila a 

en la especie no fueron estadisticamente significativas. 

De igual forma, las concentraciones de las clorofilas b y total presentaron una baja y, 

posteriormente, un restablecimiento en respuesta al cambio de atmésfera que sufrieron 

las plantas de la especie (Tabla 6). En el dia 0 la concentracién de clorofila b que se 

obtuvo fue 4.444 veces mayor que la cantidad de la misma clorofila de la planta control. 

Posteriormente la proporcién disminuyé y sdlo representd el 86.023 % def total de la 

clorofila de la planta control. En el dia 10, la cantidad restablecida de clorofila b aumenté 

de tal manera que fue 1.439 veces mayor que a clorofila b obtenida en la planta control. 

En tanto, la concentracién de clorofila total en las plantas del dia 0 fue 3.916 veces mayor 

que la que se presenté en fa planta control, alcanzando sélo el 82.025 % de la clorofila 

total de la planta control en el dia 5, elevandose a 1.361 veces mas que la proporcién de 

la planta contro! en el dia 10. 

Los resultados, por lo tanto, sugieren un cese de la sintesis de clorofila por el cambio de 

condiciones de cultivo in vitro a in vivo y, posiblemente, también una degradacién de 

clorofila y, predominantemente, un ajuste en la proporcién de clorofila a presente con 

respecto a la clorofila b (Tabla 6). La proporcién de clorofilas a/b fue en incremento a lo 

largo de los dias en cultivo. Sin embargo, la proporcién de clorofilas a/b en las plantas de 

los tres dias estimados y en la planta control fue considerablemente baja en relacién con 

las plantas en ambiente natural (Salisbury y Rose, 1994; Tabla 6), aunque se registra un 

ligero aumento. Las diferencias que se observaron en la clorofila b total y en la proporcién 

a/b no fueron estadisticamente significativas. 

En Chamaecereus silvestri, a diferencia de R. rosea, se presenté un aumento continuo en 

la cantidad de clorofila a, b y total, asi como en la proporcién de clorofila a con respecto a 

la clorofila b (Tabla 6) a {fo largo de los dias de cultivo. 
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En el dia 0, las concentraciones de clorofilas a, by total representaron sdlo el 35.806 %, 
44.843 % y 39.405 % de fas concentraciones obtenidas en la planta control, 
fespectivamente. En el dia 5 las concentraciones 1.510, 1.199 y 1.386 veces mas que las 
obtenidas en tas piantas control en la clorofila a, b y total, respectivamente. En el dia 10 
las cantidades de clorofilas aumentaron ain mds en forma considerable, esto es, 1.906, 
1.541 y 1.761 veces mds que las de las plantas controt en Ia clorofila a, b y total, 
respectivamente. 

Las concentraciones de clorofila a de los dias 5, 10 y de la planta contro! fueron 
significativamente mayores en relacién con las de clorofila a del dia 0, pero entre estos 
dias y ta planta control las diferencias no fueron significativas. La ciorofila b de los dias 5 y 
10 fueron significativamente mayores con respecto a las obtenidas en el dia 0 y enla 
planta control. No se presentaron diferencias significativas en la clorofila b de los dias 5 y 
10 y entre Ia clorofila b del dia 0 y la planta control. 

Por otro lado, las concentraciones de clorofila total en los dias 5 y 10 fueron 
significativamente mayores con respecto a ta planta control y a las plantas del dia 0, pero 
no entre éstos. La clorofila total de la planta contro! fue significativamente mayor que !a del 
dia 0. Por !o tanto, la clorofila total det dia 0 fue significativamente menor que el resto de 
las plantas en las distintas condiciones experimentales. 

En tanto, las proporciones que guardaron las cantidad de clorofila a con respecto a la 
cantidad de clorofila b fueron también incrementandose con el transcurso del tiempo en 
cultivo in vivo, aunque también las Proporciones de éstas fueron menores a las 
observadas en plantas de ambientes naturales. 

Para Epiphyltum crenatum tas concentraciones de las clorofilas a, b y total fueron 
semejantes a lo largo de los dias en cultivo y en relacion con ta planta control. Aunque en 
general, las concentraciones obtenidas de las clorofilas a, b y total en los dias 0, 5 y 10 
fueron menores a las concentraciones obtenidas en las plantas control, se observé un 
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ligero incremento a través de los dias. En el dia 0 las cantidades de clorofilas a, b y total 

fepresentaron solo 82.603 %, 92.127 % y 87.027 %, respectivamente, de las cantidades 

totales de las clorofilas en las plantas control. 

En el dia 5, la cantidad de clorofila a aumenté figeramente hasta un 88.866 % de la 

cantidad obtenida de la planta control. Sin embargo, las cantidades de clorofilas b y total 

disminuyeron hasta 54.570 % y 68.117 %, respectivamente, de la cantidad obtenida en las 

plantas control. 

En el dia 10 ta concentracién de clorofila a disminuyd constituyendo solo el 77.835 % con 

tespecto de la concentracion en la planta control. En cambio, las concentraciones de las 

clorofilas b y total aumentaron representando el 79.186 % y 78.490 %, respectivamente, 

Comparadas con la concentracién de las plantas control. 

No obstante, las diferencias entre los dias de las concentraciones de clorofilas no fueron 

estadisticamente significativas. 

La proporcién de la clorofila a con respecto a la clorofila b, en el dia 0 fue baja. En ef dia 5 

aumenté hasta un valor que correspondié a fos comunmente observados en las plantas de 

ambientes naturales, ya que !a cantidad de clorofila b disminuy6, pero en el dia 10, la 

proporcién disminuy6 debido a que la concentraci6n de clorofila a decrecié (Tabla 6). 

Chamaecereus silvestrii fue la especie para la cual el cambio de atmésfera resulté 

benéfico en términos del aumento de tas cantidades de clorofilas y, al parecer, presentd 

menos reajustes en las proporciones de clorofilas a/b. En cambio, para Rhipsalidopsis 

rosea el cambio de atmésfera disminuy6 las cantidades de clorofilas en general y mostré 

una adaptaci6n paulatina a la nueva atmésfera. Mientras que, en Epiphyllum crenatum, se 

presenté un ajuste especifico, primero, en relacién con la concentracién de la clorofila b 

en el dia 5 y, posteriormente, con Ia clorofita a, asi como con la clorofila b en el dia 10. 
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7. DISCUSION. 

La generacion de brotes axilares se logré en las tres especies de cactaceas a través 
del sistema de propagacién in vitro. La diferencia en el numero de brotes axilares 
generados en cada especie de cactdcea posiblemente se debiéd a la cantidad de 
aréolas por area -caracteristica de cada especie- presente en el tallo de las plantas., En 
C. silvestri existe una proporcién mayor de aréolas en los explantes cultivados in vitro 
en comparacién con R. rosea y, mas atin, con E crenatum. Asimismo, todas las 
aréolas de los explantes de C. sifvestrii reaccionaron simultaneamente al tratamiento 
hormonal 10 mg/L de KIN con 0.1 mg/L de ANA; a diferencia de Vyskot y Jara, que en 
1984 obtuvieron en primera instancia un cierto numero de brotes que, solo después de 
diez semanas sobre medio de cultivo con fitohormonas, generaron nuevos brotes en 
practicamente todas las aréolas de su explante. En R. rosea sélo las aréolas 
compuestia y subapicales reaccionaron al tratamiento hormonal 5 mg/L de KIN con 0.1 
mg/L de ANA. Y por ultimo, en E. crenatum sélo en el explante manejado se presentd 
una aréola, misma que reaccioné al tratamiento hormonal 1 mg/L de KIN con 0.1 mg/L 
de ANA. 

En C. silvestrii no fue conveniente ef hecho de haber obtenido hasta 40 brotes por 
explante, pues la calidad de éstos estuvo altamente correlacionada con el nimero de 
brotes (Clayton et a/., 1990), los cuales se presentaron con tendencia a Ia vitrificacién - 
es decir, a ser brotes anormaies-, con un Peso fresco inferior y morfologia elongada en 
relacién con tos brotes normales obtenidos bajo estas mismas condiciones de cultivo, 
Pero con menos de cuarenta. Ault y Blackmon (1987) comentaron acerca de la 
competencia en la proliferacién de brotes, la cual fue observada a través de cinco 
subcultivos consecutivos sin disminucién. Posiblemente en el presente trabajo hubo 
competencia en los cultivos en donde se obtuvo gran numero de brotes, raz6n por la 
que su morfologia se alterd. 
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La produccién de raiz y callo en R. rosea que se presenté en los primeros tratamientos 

hormonales (esto es, 0, 0.5 y 1 mg/L de KIN y sus respectivas combunaciones con de 

ANA) se debio principalmente a que en el medio de cultivo la cantidad de ANA 

predomin6 e influy6 en fos explantes. Es decir, ANA ejercié (junto con la cantidad de 

KIN inherente al explante y !a presente en el medio de cultivo como tratamiento 

hormonal) un efecto sobre la diferenciacién celular, promoviendo la diferenciacién de 

raices, ademas provoco una rediferenciacién celular formando una masa de células 

indiferenciadas -callos- (Rojas y Ramirez, 1991). Hubstenberger ef a/. (1992) arguyen 

que algunas especies de cactos parecen tener la capacidad de producir exceso de 

auxinas in vitro. Este exceso de auxinas frecuentemente estimulan ia produccién de 

cailo. La formacién de callo no se dio tan marcadamente en C. Silvestri, con tos 

diferentes tratamientos hormonales, posiblemente debido al tamasio del explante, ya 

que en explantes de mayor dimensién la cantidad de hormonas endégenas fue mayor 

(Vidalie, 1986). 

En el caso particular de R. rosea, posiblmente los callos obtenidos se podrian mantener 

sanos y verdes, libres de oxidacién y con un crecimiento continuo agregando al medio 

de cultive, como requisito indispensable, 2,4-D (2.5-10 mg/L), 10-20 % de endospermo 

de coco (Steinhart, 1962; Stuppy y Nagl, 1992) y 1 mg/L de KIN; ya que los dos 

primeros son inductores especificos de callo (Minocha y Mehra, 1974). El agua de coco 

contiene especialmente las citocininas zeatina y zeatina riboside, las cuales en muchos 

casos no pueden ser reemplazadas por ciertas combinaciones de fitohormonas (Stuppy 

y Nagl, 1982). Sin embargo, para las especies aqui tratadas es necesario definir las 

concentraciones adecuadas para mantener el crecimiento de los callos. De la misma 

forma en que lo observ6 Steinhart (1962), en los tratamientos hormonales en donde se 

present la formacién de cailo, las células que se llegaron a morir, se incorporaron al 

agar. Johnson y Emino (1979) también obtuvieron callos que se perdieron por ser 

friables en extremo. Steinhart (1962) propone que la oxidacién que se suscité en los 

callos y en algunos explantes probablemente se debid a las polifenoloxidasas. 

Asimismo, la oxidacién de los tejidos se encuentra en relacién con !a tirosina, ya que 
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ésta aceleré enormemente ta oxidacion. Ademads de la tirosina, ciertas sustancias 
también promueven la oxidacién; entre éstas se incluyen la caseina hidrolizada, 
mezclas de aminodcidos, el Acido indolacetico (AIA), el ANA, el glutamato y altos 
niveles de azucar, especificamente sacarosa (Steinhart, 1962). 

En los callos obtenidos jn vitro de R. msea y C. silvestri hubo una ausencia completa 
de mucitago, ef cual fue abundante en los brotes y plantulas generadas in vivo, lo cual 
también fue observado por Minocha y Mehra (1974) en su investigacién. Sin embargo, 
la produccién de callo en C. silvestrii y R. rosea representé un menor potencial de 
proliferacién de brotes (Clayton ef a/., en 1990 obtuvieron resultados semejantes). 

Durante el periodo de estrés hidrico, muchos cactos son capaces de producir raices 
adventicias del tejido vascular suministrado por la aréola (Mauseth y Halperin, 1975). 
En relacién con el inicio de raiz generado en las aréolas de los brotes axilares 
Producidos in vitro en E. crenatum, las concentraciones de sales, de sacarosa y de agar 
en medio de cultivo ejercen una influencia sobre las plantas (especificamente en tos 
brotes y explantes) que produce un déficit hidrico, propiciando asi las condiciones para 
estrés hidrico. El potencial hidrico del medio de Cultivo juega un papel muy importante 
en el desarroiio del sistema, pues de éste dependera la disponibilidad de los 
componentes para el tejido y por consiguiente determinara si se presenta un grado de 
estrés en el mismo, los cambios en la consistencia del medio de cultivo puede controlar 
la diferenciacién o influir en la Propogacién de las plantas. La planta en condiciones de 
Cultivo in vitro esta sujeta a una disminucién del potencial hidrico, dado por el 
incremente en el potencial osmatico del medio de cultivo (Maldonado, 1994), 

Los brotes que se generaron en la parte apical de tos explantes extraidos de R. rosea, 
en aquellas combinaciones hormonales en donde ta produccién de brotes no se 
present6 definida (esto es, en 0, 0.5 y 1 mg/L de KIN con sus respectivas 
concentraciones hormonales de ANA, ver Tabla 1), posiblemente se debieron a que 
hubo un efecto acumulado de la hormona KIN exégena (del medio del cultivo) y 
endégena. Ademas, los explantes que generaron brotes, pertenecian a la parte apical 
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de los cladodios, siendo esta zona rica en hormonas 0, tal vez, el cladodio, del cual se 

extrajo el explante para el cultivo in vitro posiblemente en condiciones in vivo en el 

momento en el que se obtuvo el explante; la planta estaba preparando la formacion de 

brotes de acuerdo con el ambiente en donde se desarroilé. Fue evidente también, en C. 

silvestrii, que en ausencia de KIN el numero de brotes axilares fue significativamente 

, teducido (ver Tabla 3) por lo que se considera que los explantes contenian reservas 

suficientes de citocininas para la generacién de brotes (Escobar ef al/., 1986) o 

posiblemente sdlo se debid al efecto “herida” propuesto por Mauseth y Halperin en 

1975. 

El tallo dimérfico es caracteristico de R. rosea. Kimnach (1951) menciona que los 

filocladodios angulosos son simplemente formas maduras. En este trabajo se hicieron 

observaciones a! respecto. Se considera que tos brotes (cladodios) de morfologia 

angulosa son formas de estrés. En esta investigacién los tallos angulosos se 

presentaron en fa mayoria de los tratamientos hormonales mientras que los aplanados 

sdlo se presentaron en una de las combinaciones hormonales; los brotes angulosos 

fueron evidentemente resistentes al cambio de atmdésfera in vitro hacia la ambiental, 

dado que no se deshidrataron visiblemente como ocurrié con los brotes aplanados; la 

proporcién de cladodios aplanados fue mayor que la de fos angulosos en las plantas 

cultivadas in vivo y, ademas, la longitud de los cladodios aplanados de fas plantas 

cultivadas in vivo invariablemente fue similar a la longitud de los cladodios angulosos 

(la longitud de los cladodios aplanados y angulosos de las plantas cultivadas bajo 

condiciones in vivo fue de 3.900 + 0.225 y 3.144 + 0.193 cm, respectivamente; los 

datos fueron obtenidos de nueve ramas), a diferencia de los cladodios obtenidos in vitro 

pues los primeros fueron de menor longitud que los segundos (Tabla 1). 

Kimnach (1951) menciona que los cladodios angulosos aparecen, en la base de la 

planta, después de que se enraiz6 un cladodio, o en los tallos en los que recientemente 

se suscité la floracién (la cual en esta especie tiene lugar después de un periodo de 

sequia e hibernacién, con noches a 10°C); los cladodios angulosos son rapidamente 
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reemplazados por cladodios normales de dos costillas (aplanados). En el presente 
trabajo, bajo condiciones de cultivo in vitro los brotes secundarios fueron 
invariablemente angulosos, no obstante la morfologia del primer brote. En congruencia 
con los que ocasionan las sales, la sacarosa y el agar en el medio de cultivo este hecho 
se justificaria. Si una planta (tejido, 6rgano 0 células) en condiciones in vitro es 
mantenida en un medio diferente al éptimo, sufre cambios morfolégicos, fisiolagicos y 
genéticos como resultado de alteraciones en las tasas fotosintética y de respiracién, 
ademas de efectos en el potencial hidrico (Maldonado, 1994). 

Por otro tado, seis de las plantas generadas in vitro de R. rosea, en la combinacién 
hormonal 5 mg/L de KIN y 0.1 mg/L de ANA, se transplantaron a tierra, colocandose en 
fos mismos anaqueles en donde se tenian los cultivos in vitro, solo que a un PAR de 80 
umoles m? gs". Después de mantenerlas en estas condiciones por seis meses, tos 
Cladodios que se generaron presentaron las mismas caracteristicas que los obtenidos 
in vitro, esto es: fueron todos angulosos, con longitudes de séto 1.2 cm en promedio, 
presentaron un verde oscuro, se observaron los entrenudos sumamente cortos y el 
numero de cladodios fue muy reducido (sélo cuatro brotes se desarrollaron en las 
plantas durante todo este tiempo). Esta fue la razon por la cual se decidié cambiar tres 
de las macetas al ambiente de fuz solar indirecta cerca de una puerta de vidrio 
(ambiente de ventana) dentro del laboratorio; el resto se qued6 en el primer ambiente. 
Después de seis meses mas las plantas del ambiente de ventana generaron cladodios 
aplanados, con el tono verde caracteristico de la planta cultivada in vivo; la iongitud de 
Jos cladodios aumenté hasta 1.8 cm en promedio y el numero de cladodios aumenté 
considerablemente ya que de una aréola compuesta salieron cuatro cladodios; 
ademas, las aréolas subapicales, de modo poco comun, generaron hasta tres cladodios 
cada una, también de morfologia aplanada. En contraparte, las plantas que se 
mantuvieron en las condiciones de laboratorio generaron cladodios angulosos, por to 
que mostraron una morfologia idéntica al matorral in vitro obtenido en las 
combinaciones hormonales 10 mg/L de KIN con 0.1, 0.5 y 4 mg/L de ANA. 
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Estos hechos demostraron claramente que las condiciones de cultivo in vitro y, al 

menos, las condiciones de luz artificial y, probablemente, la temperatura fueron factores 

que provocaron el estrés a las plantas obtenidas de novo. De las condiciones de cultivo 

in vitro, la concentracién de CQz y fa irradiacion han sido evaluadas y presentan un 

efecto en las caracteristicas morfoldgicas asi como en Ja fotosintesis de plantulas de 

nogal (Sallonon ef a/., 1995). 

En £. crenatum también se observé un tallo anguloso (con cuatro costillas) y 

entrenudos cortos cuando se enraizé un esqueje. Ademas, se presenté un sdlo brote 

anguloso en un explante durante el cultivo in vitro, éste no presenté raices aéreas en 

sus aréolas como en fos demas cultivos, posiblemente porque reaccionéd de modo 
diferente al estrés. 

Entre las investigaciones realizadas empleando cultivo in vitro con cactaceas, algunas 

han manifestado el hecho de que ef tamafio del explante esta relacionado con la 

fongitud de los brotes obtenidos bajo condiciones de cultivo in vitro (Mauseth y 

Halperin, 1975; Minocha y Mehra, 1974, y Dabekaussen et al., 1991). En todos tos 

casos fa morfologia de los brotes fue tipica pero de menor longitud. Esto sugirié que el 

otro tejido del explante, aunque no es necesario para la iniciacién de los brotes puede 
contribuir a su crecimiento y desarrollo posteriores. Explantes mas grandes produjeron 

un crecimiento mas rapido de los brotes y la produccién de los mismos se vio también 

incrementada considerablemente, ademas se incrementé el peso fresco y seco de los 

brotes producidos (Mauseth y Halperin, 1975). Mauseth y Halperin (1975) sugirieron 

que el tejido del explante contenia o sintetizé un factor (desconocido para ellos) que, 

aunque innecesario para la induccién de tos brotes puede incrementar notablemente su 

tasa de crecimiento. Posiblemente ese factor sea la cantidad de asimilados contenidos 

en el explante. La transiocacién de fos asimilados se promueve aparentemente 

inducida por la accion estimulante de la hormona KIN de otras partes de la planta (de 

modo especifico, del explante) hacia la region meristematica promoviendo la formacién 

de brotes (Salisbury y Ross citados por Boyle, 1992). De esta forma, mientras la 
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cantidad de asimilados sea mayor, podra sostener el crecimiento y desarrollo de los 
brotes inducidos, en primera instancia: en seguida, posiblemente el explante tome del 
medio de cultivo to necesario para proveer asimilados para continuar el crecimiento de 
los brotes inducidos y a partir de ellos producir el crecimiento de modo mas rapido o 
lento de tos brotes axilares obtenidos, asi como fa longitud que puedan alcanzar. 

Los brotes generados in vitro fueron de longitud evidentemente inferior en relacién con 
los que se presentan en condiciones in vivo. Durante la primera etapa de expansién, los 
brotes dependen de asimilados importados de otros érganos de la planta; se convierten 
en exportadores de asimilados aproximadamente después de que hayan aicanzado la 
mitad del area maxima (Milthorpe y Moorby citados por Boyle, 1992). Un patrén similar 
de importacién/exportacién de asimilados puede ser esperado durante el crecimento de 
los brotes axilares en las plantas ensayadas. 

En el caso de R. rosea y quizas en E. crenatum, los brotes o cladodios nuevos 
(secundarios 0 terciarios) se generaron en forma tapida (en comparacién con las 
plantas in vivo), la translocacién de los asimilados se dirigid prioritariamente a donde la 
demanda era mayor (cladodios secundarios o terciarios), no permitiendo que se 
emplearan en el crecimiento acumulado de los cladodios preexistentes. 

Sanderson et al. (1986) mencionan que, generalmente, los tratamientos con 
reguladores de crecimiento reducen el peso seco de fas plantas, por lo cual se piensa 
que ésto tiene relacién con la importacién y exportacién de asimilados e indirectamente 
con la posible disminucién de la longitud de los brotes. 

Boyle (1994) observé ia disminucién de la Produccién de cladodios secundarios y 
terciarios arguyendo que obtuvo cladodios inmaduros. Al parecer, de acuerdo con lo 
observado, en el presente trabajo, el ntimero de cladodios, secundarios y quizas 
terciarios, generados in vitro (en vista de que se obtuvieron cladodios terciarios en 10 
mg/L de KIN, principalmente, ya que en cultivos que tenian varios meses también se 
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presentaron), sugirid que los cladodios secundarios fueron maduros y sostuvieron el 

crecimiento de tos terceros, siendo posiblemente la produccién de asimilados bajo 

condiciones in vitro suficiente para sostener la ramificacién de fa planta. Si estas 

observaciones fuesen ciertas, se desmentiria el hecho de que en el cultivo in vitro 

frecuentemente se presenta una disminucién o pérdida total de la actividad fotosintética 

como lo proponen Dabekaussen y colaboradores (1991) ademas, se requeriria de un 

ensayo posterior para verificar este hecho. 

Seeni y Gnanam (1980) sefialaron que tanto el fotosistema 1 y II junto con la 

fosforilacion de los cloroplastos aistados del cultivo de células de C. silvesini presentan 

un desarrollo y funcionamiento normal de la maquinaria fotosintética. Asimismo, la 

operacién de las vias autotréficas y no autotréficas en el mencionado cultivo, la via 

autotréfica empezd a ser menos pronunciada con el trascurso del tiempo en Cultivo. A 

partir de éstos resultados junto con los obtenidos en este trabajo (ver Resultados de la 

evaluacién de CAM) se puede afirmar que las plantas en condiciones de cultivo in vitro 

sealizan la fotosintesis para soportar el desarrollo de las mismas y mas aun si se 

siembran explantes de tamafio considerable. 

En este trabajo se observ6 que los brotes de tamafio pequefio enraizados -separados 

del explante- tardaron mas en crecer y desarrollarse sélo cuando se lograban). 

Ademas, fa gran mayorla de los brotes pequefios, al momento de enraizarlos 

(produjeron raiz pequefia y casi sin ramificaciones) su desarrollo ces6. Sin embargo, 

Vyskot y Jara (1984) enraizaron brotes obtenidos a partir de cultivos in vitro de 5-10 mm 

de longitud. 

Lo anterior -junto con la cantidad de asimilados (sacarosa y almid6n)- posiblemente sea 

el fundamento de por qué los brotes obtenidos de R. rosea y E. crenatum generaron un 

sistema radicular desarrollado cuando se presenté el explante y probablemente 

también sea la explicacién de la obtencién de brotes sumamente delgados y hasta 
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flacidos en R. rosea cuando éstos se enraizaron sin su explante, ademas de tener un 

sistema radicular escaso. 

Por otro lado, el tamafio pequefio de las plantas en relacién con aquellas en su 

ambiente natural también, posiblemente, se debid a su crecimiento en un volumen 

limitado dentro del frasco de cultivo, como lo proponen Cheng y Edwards (1991). 

La dominancia apical que se presenté en los explantes de R. rosea no interfirié con la 

produccién de brotes; en cambio, al parecer fue necesaria (especificamente la aréola 

apical) para la obtencién de brotes aplanados pues en aréolas subapicales y laterales 

se obtuvieron, como constante, brotes angulosos. 

Por otro fado, en C. silvestrii y E. crenatum, cuando se presento la dominancia apical en 

el explante, los brotes axilares aparecieron pero se diferenciaron, se oxidaron (en C. 

silvestri) o simplemente no se presentaron (en E. crenatum), siendo la proporcién de 

brotes reducida en presencia del meristemo apical. Estos resultados fueron similares a 

los obtenidos por el equipo de trabajo de Escobar en 1986 y Vyskot y Jara en 1984, 

La produccién de brotes vitrificados posiblemente se debié a la cantidad de agua que 
se introdujo al explante o al brote, puesto que et potencial hidrico del medio de cultivo y 

la disponibilidad del agua son los factores principales de la vitrificacion (Leshem et ai., 

1988). El aspecto de los brotes vitrificados fue debido a que en las células 

hipertrofiadas se suscité la difusion potenciada de agua hacia el interior de las mismas 

(Leshem et a/., 1988). El efecto de la entrada de agua en exceso a los brotes y 

explantes se debid a que las hormonas de crecimiento vegetal actdan sobre la 

permeabilidad de la membrana (Tran Thanh Van, 1981) permitiendo el paso de agua. 

Leshem ef al. (1988) concluyen que tas citocininas son la causa de la vitrificacion’en el 

mel6n. Dabekaussen et af. (1991) mencionan que el numero de cactos anormales fue 

reducido significativamente cuando se agregé manitol al medio de cultivo pues el 
potencial osmético del medio disminuyé. Leshem ef al. (1988) mencionan que se ha 
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contrarrestado la vitrificacién elevando la concentracién de agar hasta 1.1 % en el 

medio de cultivo; no obstante fa produccién de brotes disminuye. Por otro lado, 

Hubstenbeger ef ai. (1992) reportan que incubando los cultivos a una temperatura de 

29°C con luz ininterrumpida fluorescente e incandescente en exceso a 150 pmotes m-* 

s-' el problema de vitrificacién de brotes es eliminado virtualmente. 

En fas especies de cactaceas manejadas, fue posible contrerrestar ta vitrificacion de los 

brotes axilares producidos asi como la produccién de callo evitando el contacto directo 

de éstos y las aréolas con ei medio de cultivo. 

Ault y Blackmon (1987) también obtuvieron en sus cultivos brotes normales y 

anormales. Los segundos -mencionan- crecieron raépidamente, fueron blandos e 

invariablemente produjeron callo. Estos no fueron utiles para propositos de 

propagacion. A diferencia de esto, en este trabajo se obtuvieron brotes normales y 

anomalies en C. silvestri que, sin embargo, fueron de tamafio pequefio (menor a los 

obdtenidos con los otros tratamientos), elongados y de color verde oscuro; asimismo, 

éstos produjeron brotes normales aunque, generaimente, su produccién tard6é hasta 

siete meses (por lo que podrian utilizarse para propdsitos de propagacién a largo 

plazo). 

Por otro lado, una caracteristica de los cactos anormales y de los que se lograron 

diferenciar de callo en C. silvestni fue el color verde figeramente menos intenso, 

posiblemente causado por la produccién de etioplastos en lugar de cloroplastos 

(Dabekaussen et a/., 1991) potenciados también, probablemente, por la irradiacién en 

fa cual se desarroliaron los cactos (80 mol m? s’) en relacién con las condiciones 

normales de irradiacion que debe de ser de al menos 400 jimol m? s‘ (Nobel y 

Hartsock, 1986). Asimismo, !a morfologia de los cactos se vio influenciada por la 

irradiacion (Dabekaussen ef al. en 1991 obtuvieron resultados similares). 
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Durante el cultivo in vitro se han observado cambios “epigenéticos” importantes: 
endoduplicacién cromosomal resuitando células tretraploides y aneuploides (Fay y 
Gratton, 1992; Tran Thanh Van, 1981); fragmentaci6n nuclear dando como resultado 
células multinucleadas y mitosis normal y anormal (Tran Thanh Van, 1981). Estos 
cambios afectaron el fenotipo de las plantas. Es posible que esta sea la causa de la 
formaci6n o produccién de algunos brotes anormales en los cultivos in vitro de nuestra 
especie de cactacea. 

Una caracteristica importante de las plantas generadas in vitro, principalmente en E. 
crenatum, fue el hecho de que mostraron la forma tipica del cladodio maduro. Las 
plantas crecidas de semillas en un campo irrigado, mantienen su forma cilindrica juvenil 
por un periodo largo y crecen muy lentamente (Escobar et a/., 1986) mientras que las 
plantas micropropagadas tienen una apariencia comparable en tamaho y madurez a las 
plantas de varios afios de edad crecidas a partir de semillas; por ejemplo Mammillaria 
wrightii florecié en invernadero durante el verano que siguié al restablecimiento, 
mientras las plantas crecidas de semillas de esta misma especie requirieron de tres a 
cinco afios para alcanzar la madurez (Clayton et al., 1990). La madurez fisiolégica de 
las plantas de cactdceas obtenidas de cultivos in vitro en este experimento, también, se 
ve reflejada en el metabolismo acido de Crasulaceas (ver figuras 3, 4 y 5) 
probablemente potenciando en éstas el desarrollo reproductivo, ya que se ha 
observado que en Mesembryanthemum crystallinum se tequiere la induccién de tas 
enzimas de CAM antes de que inicie el ciclo reproductivo de la planta (Cheng y 
Edwards, 1991). 

Una ventaja importante para R. rosea fue que la produccién in vitro de cladodios por 
explante resulté mayor (cinco cladodios por explante) en relacién con las condiciones in 
vivo (hasta tres cladodios por cladodio), ya que potenciar la ramificacién en este cacto 
puede ser un método efectivo para la floracian. Boyle (1992) mencioné que el numero 
de brotes florales por planta puede ser considerado una funcion de tres componentes: 
a) porcentaje de n cladodios que son cladodios apicales, b) porcentaje de cladodios 
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apicales florecindo y c) numero de brotes florales por cladodio apical floreciendo. Los 

dos ultimos componentes dependen de la madurez de tos cladodios apicales y de las 

condiciones ambientales para la inducci6n floral. El primer componente depende de! 

grado de ramificacion. De las plantas que presentan mas ramas podria esperarse que 

produjeran mas cladodios apicales y, consecuentemente, mas flores que las que 

presentasen menos ramas. 

En este trabajo los explantes de C. silvestni no reaccionaron de modo igual en las 

diferentes estaciones en las cuales se tomaron plantas para obtener explantes y 

cultivarlos in vitro. De igual forma, para R. rosea la temporada en la cual se formaron 

mas rapido los brotes in vitro fue en los primeros meses del afio, ademas de que fue la 

temporada en la que se obtuvo una menor contaminacién en los explantes en las tres 

especies de cactaceas. Tran Thanh Van (1981) hace referencia al pasado de la planta 

madre y en el caso del explante hace mencién del “estado celular inherente”, el cual es 

posible modular por pretratamiento de la planta madre y modificando su fisiologia, 

bioquimica y caracteristicas genéticas, asimismo, en el transcurso de! cultivo in vitro el 

“estado celular inherente” sufre cambios. Entonces, un ambiente bien controlado de la 

planta madre puede proporcionar resultados mas reproducibles aunque algunos ritmos 

enddgenos no pueden ser reducidos. Tal aseveracién concuerda con las observaciones 

realizadas en estas especies de cactaceas. 

De modo contrario a fo esperado, la via metabélica CAM se presenté en las plantas 

generadas de los cultivos in vitro en las tres especies de cactaceas (Figuras 3, 4 y5,A 

y E). Por esta razon, se decidié realizar la evaluacibn de CAM en estas plantas en la 

etapa de aclimatacion, para monitorear el comportamiento fisiol6gico que presentasen 

como respuesta al cambio de las condiciones ambientales. Los perfiles de las variables 

que evidenciaron CAM (acidez titulable y el intercambio de CO;) en las tres especies de 

cactéceas después de 5 y 10 dias del cambio a suelo, presentaron patrones de la via 

CAM y una tendencia a adoptar el comportamiento fisiolégico de las plantas control a lo 
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largo de los dias (Figuras 3, 4 y 5, letras B, F, C y G) y evidenciaron también un 

Teajuste en las propiedades fisiolégicas evaluadas en las tres especies estudiadas. 

La disminuci6n de la acidez titulable que se presento al finalizar el periodo de oscuridad 

en las tres especies de cactéceas (Figuras 3, 4 y 5) ya se habia advertido con 

anterioridad en otras especies CAM en condiciones de crecimiento de dia corto (Kluge 

et al, 1987; Winter, 1985). El periodo aplicado de 16 horas de oscuridad fue 

posiblemente largo para las especies de cactaceas examinadas, principalmente, para 
mantener la sintesis del malato en un nivel alto por el periodo de oscuridad completo. 

Un efecto similar observé el equipo de trabajo de Kluge (1987) en callos, pléntutas 
regeneradas de fos mismos callos y en la planta control de K. blossfeldiana lo cual se 
considera como un fendémeno poco frecuente para CAM. 

El malato recién sintetizado y probablemente el procedente de la vacuola se 

descarboxila para dar lugar a CO por un lado y esqueletos de carbono por otro; éstos 

ultimos podrian generar mas CO2. El CO2 producido podria ser refijado y formar de 
nuevo malato (ver Figura 2, I). Sin embargo, si esto ocurriese, la cantidad de acidez 
titulable no disminuiria como ocurrié en los experimentos realizados en este trabajo (ver 

Figuras 3, 4 y 5). 

Kluge y colaboradores (1987) observaron un decremento de fa acidez cuatro horas 
antes del periodo de oscuridad y -a diferencia del comportamiento que se obtuvo en 

nuestros experimentos- advirtieron una variacién en el intercambio de COz, esto es, de 

Presentarse una fijacién neta de CO., ésta disminuyd y al final del periodo de oscuridad 

ocurrié ta produccién neta de COz. En tos resultados de la figuras Nos. 3, 4 y 5, se 
evidencia ta fijacién de CO; en las tres especies de cactaceas hasta la ultima hora det 

periode de oscuridad. Por consiguiente, los resultados sugieren que ia fijaci6n del CO. 
en la ultima etapa del periodo de oscuridad problablemente se lievé a cabo por una via 

diferente a la C4 y C3 (ya que RuBP es controlada por la luz, ver Anfecedentes). La 
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acumulaci6n de acido citrico por la noche puede ser una via que explique la fijacién del 

CO; en las especies de cactaceas evaluadas. 

Seeni y Gnanam (1980) al realizar experimentos con “CQ; en cultivos en suspensién 

de células de C. silvestrii bajo régimen de dia corto, obtuvieron la mayoria de las 

marcas det ““C en el malato y la incorporacién relativa en éste disminuy6 con el tiempo 

en oscuridad, incrementandose las marcas en los acidos citrico, isocitrico, glutamico y 

fracciones de azucares. Un flujo continuo de carbono del malato al citrato via piruvato y 

posteriormente a glutamato, combinado con la oxidacién rapida de fos carbohidratos 

formados de novo via glucdlisis podria explicar el poo! relativamente pequefio de 

maiato en la oscuridad y sobre todo at finatizar el mismo (Seeni y Gnanam, 1980). 

La ventaja de la fijacion de CO2 via acido citrico en comparacién con Ia fijacion del CO2 

via acido malico es inherente al rompimiento del acido citrico durante el dia. Cada mol 

de malato es descarboxilado en el citosol durante el periodo de luz a un mol de piruvato 

y un mol de COz. La descarboxilacion de citrato a malato via el ciclo del citrato en la 

mitocondria y, subsecuentemente, al nivel del piruvato, produce 3 moles de CQz. 

Alternativamente, el citrato puede ser roto por completo en la mitocondria a 6 moles de 

CO. Entonces, la acumulacion del citrato durante la noche, con la subsecuente 

removilizaci6n durante el periodo de tuz, puede conducir a una concentracion de CO 

interna mas alta durante el dia que con la acumulacién de acido malico. Ademas la 

acumulaci6n de acido citrico durante la noche propicia una reduccién neta de 

equivafentes reducidos y ATP, resultando una ganancia de energia de cerca de 7 

moles de ATP por mo! de citrato acumulado en las vacuolas (Haag-Kerwer ef al., 1992). 

El tamafio pequefio de las vacuolas ha sido ef argumento referido por los 

investigadores det CAM en las células en suspensién y células de callos y, es también 

responsable de ia carencia de !as oscilaciones diurnas y la falta de acumulaci6n del 

malato caracteristicos en las células de plantas CAM (Kluge et a/., 1987; Seeni y 
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Gnanam, 1980). Es pertinente apuntar que el tamafio de tas vacuolas de las células 

vegetales esta en funcién de la edad (Avers, 1983). 

Por lo anterior, parece factible que ta fijacisn de CO, en el acido citrico se presente en 

‘las plantas examinadas en elpresente experimento dado que las plantas obtenidas de 

cultives in vitro fueron evidentemente de dimensiones menores con respecto a las 

plantas cultivadas in vivo (ver resultados de cultivo in vitro) y, por consiguiente, sus 

estructuras celulares también lo fueron. Es decir, dado el estrés en el que se 

encontraban sometidas las plantas, de acuerdo con la gran concentracién de prolina 

encontrada, posiblemente el tamafio en las vacuolas de las células de tas tres especies 

de cactaceas evaluadas no fue lo suficientemente grande para almacenar el acido 
malico requerido para satisfacer las funciones fisiolégicas vitales de las mismas plantas 

con la posterior descarboxilacién de! mismo acido. 

Por otro lado, las condiciones experimentales en relacién con la iluminacién y la 

temperatura influyeron en la acumulacién de la acidez titulable y, por lo tanto, en la 

fijaci6n de CO, durante ef periodo de oscuridad en las tres especies de cactdceas 

evaluadas (y, seguramente, en sus respectivas plantas control). 

Para muchas plantas CAM una diferencia de temperatura entre el dia y la noche de 10 

a 20 °C, después de una temperatura relativamente alta durante el dia, es considerada 

como éptima para la acumulacién de acido malice y la asimilacién de CO, durante la 

noche (Haag-Kerwer et a/., 1992). Esto puede deberse a que diferentes temperaturas 

optimas estan involucradas para las diferentes enzimas que participan en tos procesos 

antes mencionados. Los niveles de luz altos promueven la descarboxilacién det acido 

malico y, por potenciacién de la fotosintesis, incrementa la acumulacién de sacarosa y 

el almacén de almidén que sirven como una fuente de esqueletos de carbono para ta 

acumulacién nocturna del acido malico. Las temperaturas altas, ademas, pueden 

incrementar el eflujo del acido malico hacia afuera de !a vacuola. Finalmente, es posible 

que Ja luz y ia temperatura afecten al ciclo del CAM cambiando la apertura estomatica 
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por la influencia directa sobre la conductancia foliar para el incremento de la toma de 

CO, (Haag-Kerwer et a/., 1992). 

El equipo de trabajo de Haag-Kerwer (1992) encontré una interaccién importante entre 

la intensidad luminica y la temperatura aplicados a la planta CAM Clusia minor. 

Observaron que las plantas respondieron caracteristicamente a las condiciones 

conjuntas de luz y temperatura a las cuales fueron expuestas. Con una diferencia de 

temperatura dia/noche de 10°C, las plantas crecidas en PAR altos (260-300 moles 

quanta m? s") mostraron una toma neta sustancial de CO, durante la noche. En tanto, 

las plantas crecidas en un PAR bajo (30-50 moles quanta m? s') necesitan al menos 

una diferencia de temperatura dia/noche de 15°C para inducir un patrén de intercambio 

de CO, caracteristico del CAM. Ademas, siempre observaron un intercambio de gas 

tipo C3 para las temperaturas constantes en el dia y en la noche, en las plantas 

crecidas bajo un PAR superior a 25°C. 

Considerando las temperaturas del dia y la noche y los PAR empleados en nuestros 

experimentos, la energia obtenida a partir de la descarboxilacién del citrato puede ser 

particularmente relevante para las especies que se analizaron -cultivadas en PAR bajo. 

Haag-Kerwer y colaboradores (1992) mencionan que en las plantas CAM que crecen 

bajo condiciones de ituminacion restringida se ven limitadas en la cantidad adquirida de - 

CO. y no muestran una refijacion de malato durante la noche a partir del CO2 respirado. 

Por lo que, la acumulacién del acido citrico durante la noche puede reducir la pérdida 

concomitante del carbono debida a la respiracién mitocondrial nocturna. 

En nuestro caso, también en las plantas control de las tres especies de cactaceas 

valoradas fue posible que el CQz se fijara al citrato debido a las condiciones de 

iluminacién baja (80 pmoles quanta m? s') en las cuales se llev6 a cabo la evaluacion 

de CAM. 
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Los resultados obtenidos de la acidez titulable y de la fijaci6n de CO2 no cumplieron ta 

proporcion 2:1 en las tres especies de cactaceas evaluadas en ningtin dia, en ninguna 

hora del periodo de oscuridad y tampoco en las plantas control. En general, la acidez 

titulable fue comparativamente mayor en relacién con el COz fijado por la plantas. Por 

consiguiente, los resultados sugieren que el COz producido por respiracién es 

.feasimilado por las plantas bajo fas condiciones ambientales del experimento en las 

cuales se estimaron los parametros. Sin embargo, el CO2 reasimilado no fue fijado en 

malato. Asimismo, el reciclado del CO2 no conduce a una ganancia neta de CO, a 

menos que la Acetil-CoA sea derivada del rompimiento de los acidos grasos (Haag- 

Kerwer et a/., 1992), por lo tanto, la relevancia de la acumulaci6n de! acido citrico se 

hace de nuevo presente para las plantas estudiadas en este trabajo. 

El comportamiento de fa acumulacién y fijacién de acidez titulable y CO para 

Rhipsalidopsis rosea y Epiphyllum crenatum estuvo bajo la influencia de su habitat 

epifito natural. La ocupacién de habitats epifitos trae como consecuencia una reduccién 

de la actividad del CAM (Medina et al., 1989; Nobel y Hartsock, 1990). Por otro lado, 

tiene consecuencias fisiologicas tales como una reduccién de la cantidad potencia! de 

radiacion diaria que reciben los tejidos fotosintéticos. Por ello, es probable que se 

observen adaptaciones del aparato fotosintético a bajas intensidades de luz 

(produciendo mas clorofila para ta captaci6n efectiva de la baja radiacién luminica). La 

magnitud de la fijacién nocturna de COQ2 y la acidez titulable se reduce en forma 

proporcional a la cantidad de radiacion total disponible durante el dia (Medina ef ai., 

1989). Asimismo, tos cactos epifitos presentan niveles de saturacion del aparato 

fotosintético a PAR relativamente bajos (Nobel y Hartsock, 1986). 

La disminucién que se observé del CAM en las dos especies epifitas en respuesta al 

cambio de atmosfera de in vitro a in vivo y la potenciacién del CAM en la especie 

geofitica se debié posiblemente a que las dos primeras, estan morfoldgicamente menos 

protegidas contra la evaporacion (Medina et ai/., 1989) que la segunda, ademas de la 

variacion en el contenido de clorofila que se presento en las especies epifitas y ia 
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especie geofitica. Es decir, la capa cerosa de las plantas epifitas generalmente es 

delgada en comparaci6n con las plantas que se encuentran expuestas a una radiacién 

Juminica superior. En cultivo in vitro, las plantulas tienden a carecer de cuticula 

gruesaen comparacién con la planta in vivo y las raices son frecuentemente anormales, 

estos factores en combinacién hacen que tas plantas estén sujetas a un estrés hidrico 

severo cuando se sacan por primera vez del cultivo estéril. Esto hace necesario 

condiciones en las cuales exista mas humedad que la que pudiera requerir 

normalmente (Fray y Gratton, 1992). 

También, una caracteristica relevante de las plantas obtenidas por medio de cultivos in 
vitro es que la capa cerosa practicamente no se desarrolla, debido principalmente a las 

condiciones de iluminacién. Por consiguiente, R. rosea y &. crenatum perdieron 
demasiada agua por el cambio de atmésfera. Este hecho se verificd por los niveles de 

prolina observados en las especies analizadas en este trabajo. En las especies epifitas 

los niveles de prolina fueron significativamente superiores a los niveles de la especie 

geofitica (ver figuras 6, 7 y 8). 

Muchos organismos de diferentes reinos -y probablemente en todas las bacterias y 

plantas- hacen uso de diferentes mecanismos especificos cuando se encuentran 
sujetas a alguna clase de estrés que incrementa el déficit hidrico. Esto es, se acumulan 

y sintetizan compuestos conocidos como solutos compatibles (son compuestos 

organicos que pueden tolerarse en el citoplasma sin causar desnaturalizacion 
enzimatica; Salisbury y Ross, 1994) de peso molecular bajo, como: prolina, glicina- 

betaina, potioles y aminas cuaternarias. Se Supone que estos osmorreguladores 

putativos pueden mitigar los efectos del estrés osmético, a lo que se le conoce como 

ajuste osmético u osmorregulacién (Thomas et ai., 1992). Por io que es comun que en 

las plantas aparezcan incrementos de 10 a 100 veces de la cantidad del 

osmorregulador prolina en condiciones de estrés (Salisbury y Ross, 1994), se han 

registrado para algunas especies vegetales, niveles mayores a 200 veces del presente 

en plantas no estresadas, mientras que en otras especies, las acumulaciones son muy 
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bajas, llegando a 5 pmoles de prolina por gramo de peso fresco en las hojas de 

algodén en estrés osmoético. El papel de la prolina es actuar como un regulador 

osmético, un protector de la desnaturalizacién de las enzimas, un reservorio de 

nitrégeno, una fuente de carbono y un estabilizador del mecanismo de la sintesis de 

proteinas (Maldonado, 1994; Handa ef a/., 1986). 

La acumulacion de prolina depende del potencial hidrico de las células, de la pérdida 

inicial del turgor pero, especificamente, del potencial osmético de las células. Esto 

sugiere un papel positivo de la acumulacién de la prolina en la adaptacién de las 

células al cambio externo de! potencial hidrico (Handa ef al., 1986). Asimismo, el 

incremento de prolina depende de la longitud del tiempo de exposicién en el cual se 

presente el estrés y !a edad de la planta (Thomas et al/., 1992). La importancia del 

ajuste osmotico es mantener el crecimiento bajo diferentes circunstancias de estrés 

(Handa et a/., 1986). El nivel de prolina en las plantas es representativo del grado de 

adaptaci6n y no del dafio, puesto que las plantas son capaces de revertir a un patron 

normal de crecimiento cuando se elimina el estrés (Handa et a/., 1986). 

En hojas de Mesembryanthemum nodifiorum, por ejemplo, el contenido de prolina 

incrementa en pocas horas después de que el estrés ha empezado y puede 

incrementarse hasta 10 veces en uno o dos dias. Después de que el estrés cesa, el 

contenido de prolina declina rapidamente (Treichel, 1986). 

Las células de diferentes tejidos son cruciales para la cadena de respuesta por estrés 

hidrico: el estrés es percibido por la raiz, diferentes células en ei cortex de la raiz y/o el 

cilindro central reaccionan y son responsables de la generacién de sefales de las 

cuales depende ia organizaci6n de los tejides. La percepcién del estrés posibilita la 

traduccién de varias sefiales y éstas pueden estar integradas para obtener una 

respuesta en la planta completa (Adams et a/., 1992). 
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Los cambios en los niveles de prolina a lo largo de las horas de! periodo de oscuridad 

en fas tres especies de cactaceas (figuras 6, 7 y 8)se deben posiblemente a que 

existieron diferentes momentos en la noche en donde el estrés hidrico se acentuéd y por 

consiguiente fue necesario un ajuste osmatico entre el ambiente externo y el causando 

fa acumulacion de prolina interno (dentro de fas plantas). Este hecho ocurrid porque, 

posiblemente el ajuste osmético comenz6 casi inmediatamente después de la 

exposicién o acentuacién del estrés, ademas de que el mecanismo que permite el 

ajuste osmotico y, por to tanto, el incremento del potencial de turgor puede ser iniciado 

en forma casi inmediata tras la exposicién a un potencial hidrico bajo (Handa ef al., 

4986). Asimismo, el ajuste necesario, probablemente se presenté con prontitud (o en 

un periodo de tiempo corto) debido al tamafo reducido que mostraron fas plantas 

obtenidas de los cultivos in vitro. 

El ajuste que se Ilevé a cabo en términos de mayor produccién de prolina en ciertos 

puntos especificos del periodo de oscuridad posiblemente se debid a que en estos 

instantes se abrieron los estomas de las plantas para la toma de CO provocando una 

pérdida de agua adicional, la cual probablemente se escapo por el hecho de que las 

plantas no presentaron una capa cerosa adecuada para evitar la evaporacién de la 

misma. Sin embargo, esta afirmacion solo result6 evidente para C. silvestrii en todos los 

dias de analisis, en E. crenatum sélo en tos dias 5 y 10 y en R. rosea no fue posible 

correlacionar estas dos variables excepto en el dia 10. Por otro lado, la sintesis de 

Acidos organicos significa un incremento en solutos que implicaria, finalmente, un 

incremento de la presién osmética que propiciaria un equilibrio entre ef medio interno 

con ef externo de las plantas por lo que el ajuste osmotico, mediado por la acumulacién 

de prolina, no seria necesario y de aqui la explicacion de las concentraciones de ésta 

obtenidas en este experimento. 

En tanto, se realizaron impresiones de estomas colocando una gota de pegamento 

transparente a un portaobjetos colocado encima de ésta fragmentos de tallos -de la 

regién basal de los tallos como constante- de las plantas de cada especie, permitiendo 
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secar el pegamento. Estos resultados no se presentaron porque las impresiones de los 

estomas que se obtuvieron no fueron adecuadas para el microscépio dptico. Se 

sugiere, por lo tanto, emplear un método diferente para la observaci6én exacta y nitida 

de los estomas de las especies evaluadas. Sin embargo, fue posible advertir que la 

mayoria ( si no es que todos) los estomas de C. silvestrii y E. crenatum estuvieron 

entreabiertos (ya que no estuvieron completamente abiertos) en la mitad del periodo de 

oscuridad y una minoria al final del periodo de oscuridad. No fue posible observar una 

imagen nitida (0 al menos suficientemente visible) de los estomas de R. Rosea. 

Por otro lado, es viable que después de! periodo de luz, la temperatura provocarse un 

aumento en la evaporacién del agua en las plantas y en su sustrato causando el ajuste 

osmético y, por !o tanto, el aumento en tos niveles de prolina durante el inicio del 

perioda de oscuridad como se obtuvo en el dia 0 y 10 en C. silvestrii y en el dia 0 en E. 

crenatum. Con el transcurso de la noche, la temperatura descendié originando una 

evaporacién minima de agua, lo que propicié que los niveles de prolina descendieran al 

final del periodo de oscuridad, en R. rosea en el dia 10, en C. silvestri en los tres dias 

evaluados y en E. crenatum en los dias 0 y 5 (ver figuras 6, 7 y 8). 

Por otro lado, e! déficit hidrico produce efectos severos en el crecimeinto vegetal, 

encontrandose cambios en fa tongitud dei tallo, longitud radical, numero de flores, 

numero de hojas, espacio entrenudos, produccién de materia seca, velocidad de 

alargamiento celular, cambios en la actividad enzimatica, actividad de ARN y ADN, 

sintesis de proteinas, entre otros -aunque se manifieste de diferente manera- como 

respuesta a un minimo grado de estrés (Maldonado, 1994). Lo anterior explicaria la 

morfologia que presentron R. rosea y E. crematum y confirmaria, a su vez, que el! 

estrés hidrico es la causa del tallo dimérfico caracteristico de R. rosea y del que 

presento E. crematum. Estos efectos del déficit hidrico se deben a que se alteran las 

estructuras de las macromoléculas a causa de la deshidratacion y la acumulacién de 

metabolitos da como resultado una disminucién del crecimiento vegetal. 
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El déficit hidrico afecta disminuyendo la tasa fotosintética (equivalente a la produccién 

de biomasa) a causa del cierre estomatico y de los efectos en tos procesos del 

cloroplasto. En general, la produccién de biomasa parece ser directamente proporcional 

al abastecimiento y uso de agua. Otro efecto del déficit hidrico es !a reduccién de los 

reguladores de crecimiento, tales como la citocinina en la exudacién radicular y et 

incremento del acido abscisico en las hojas, afectando la sintesis de proteinas y el 

cierre estomatico, respectivamente. 

La regulacién de la concentracion de prolina atin no se entiende del todo. Se cree, por 

otro lado, que los cambios que se llevan a cabo en la turgencia de las células vegetales 

activan y controlan el grado de sintesis de los solutos compatibles (Salisbury y Ross, 

1994). Por otro lado, !a regulacién de ta sintesis de prolina es probablemente 

controlada por Ja activacion de P-5-C reductasa (ver figura 9). La actividad de P-5-C 

reductasa, cuando se induce el estrés en Mesembryanthenium nodiflorum, indica una 

sintesis de novo de la enzima. La via de biosintesis de prolina (figura 9) empieza con el 

acido glutamico y consiste en dos reacciones y una ciclizacién (Treichel, 1986). 

El glutamato es convertido por la glutamato-kinasa y la deshidrogenasa a glutamato 

semialdehido, el cual espontaneamente es convertido a pirrolina-5-carboxilato. Esta a 

su vez es convertida a prolina por la pirrolina-5-carboxilato reductasa. En plantas 

superiores, la principal via biosintética de prolina ha sido locatizada en el cloroplasto, 

aunque también se ha encontrado una via citoplasmatica en algunas especies. 

La acumulaci6n de prolina a causa del estrés puede ser explicada por una disminucién 

en la oxidacion hacia el acido glutamico. Probabiemente este mecanismo contribuye en 

la acumulacién de prolina, especificamente si se lleva a cabo la inhibicion por 

tetroalimentacion de ta biosintesis. Las enzimas que oxidan a la prolina son prolina 

deshidrogensa (paso 5 de la figura 9) y P-5-C deshidrogenasa (paso 6 de la figura 9). 

En tanto, P-5-C ocupa una posicién central en la biosintesis y degradacién de prolina, 
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en el metabolismo de ornitina y arginina (ciclo de la urea), asi como en los aminoacidos 

N-acetil (y finalmente del acido glutamico; Treichel, 1986). 

Con respecto a la degradacién de prolina, se piensa que ésta se realiza en la 

mitocondria. Existen evidencias de que la concentracién de la prolina esta requlada por 

el cierre de las relaciones metabdlicas entre la prolina y el acido glutamico, por su 

propia sintesis y por la tasa de oxidacién, pues ésta es inhibida por los carbohidratos en 

varias plantas superiores (Maldonado, 1994). El proceso de oxidacién esta relacionado 

con la accién de la enzima prolina-oxidasa que puede disminuir la acumulacién de 

prolina y con la pirrolin-deshidrogenasa activa que puede oxidar la prolina para llegar a 

formar acido glutamico otra vez. Estas enzimas se encuentran en la mitocondria y son 

importantes en la aceleracion de tos mecanismos por los que ta planta acumula prolina 

bajo candiciones de estrés (Maldonado, 1994). 

Después de que el ajuste osmdtico ocurrié en cada una de las plantas de las tres 

especies de cactaceas -como respuesta al estrés hidrico al cual se expusieron debido 

al cambio de atmésfera- éstas se recuperaron, recobraron el turgor perdido e iniciaron 

Su crecimiento (ésto ultimo indica que el ajuste osmético ocurrié, Handa et al, 1986). 

Este crecimiento fue advertido, en el presente trabajo, por los niveles de proteina 

soluble evaluados en fas plantas obtenidas en cultivo in vitro a lo targo de los dias de 

Cultivo in vivo y, para comparacié6n, en plantas en cultivo in vitro y en la planta control. 

€n Rhipsalidopsis rosea se observé una produccién incrementada de proteinas 

solubles (Tabla 5), por lo que se piensa que el ajuste osmético se verifica de modo 

rapido permitiendo el desarrollo de las plantas en la etapa de aclimatacién. Ei nivel 

teducido de proteina soluble de ta planta control posiblemente se debid a que la 

fraccién tomada del tejido para realizar la medicién fue de una porcién relativamente 

pequefia y poco significativa en relacién con el tejido total del cladodio, ésto en 

comparacion con los cladodios completos que se ocuparon para la evaluacién de 

proteinas solubles en las plantas de origen in vitro, debido al tamafio reducido de las 
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plantas que se obtuvieron in vitro (como ya se mencioné con anterioridad) en relacién 
con el tamafio de las plantas en condiciones de cultivo in vivo. 

En E. crenatum se presenté un comportamiento semejante al de R. rosea con respecto 

a la cantidad de proteinas solubles obtenidas a lo largo de los dias de aclimatacién en 
suelo (Tabla 5). Asimismo, la cantidad de proteinas solubles obtenida en la planta 

contro] fue inferior posiblemente debido a la misma razén que se mencioné en R. 

rosea. 

En E. crenatum se verificé el mayor crecimiento vegetal, expresado como cantidad de 

proteina soluble por gramo de tejido fresco, después del cambio de ambiente {in vitro 
hacia in vivo) en relacién con las otras dos especies de cactdceas. Por ello es posible 
afirmar, de acuerdo con los parametros analizados hasta el momento, que £. crenatum 
cultivada en condiciones in vitro pierde una cantidad de agua mayor al inicio de la toma 
de CO, al iniciar la noche (ver figura 8, A), provocando como consecuencia un mayor 
grado de estrés, evidenciado por los altos niveles de prolina obtenidos en esta 
condicion de cultivo (Figura 8). En tanto, omitiendo el estrés hidrico, tuvo lugar el 
crecimieto o desarrollo general de las plantas y de aqui los niveles de proteinas 
solubles que se presentaron en los dias 5 y 10 (Tabla 5). En cambio, segun los 
resultados, las plantas de R. rosea en la atmésfera in vitro perdieron menos agua al 
momento de la toma de CO. (durante el periodo de oscuridad) y en la aclimatacién a 
suelo; perdieron mas agua por el mismo efecto de toma de CO, durante la noche, lo 
cual se evidencié por los niveles de prolina (comparar Figuras 6, 7 y 8). 

En los resultados se advirtié que Chamaecereus silvestrii presenté los niveles mas 
bajos de proteinas solubles en relacién con las otras dos especies de cactaceas (Tabla 
No. 5) y no se presenté un aumento en dichos niveles, por to que el crecimiento se vié 
interrumpido en respuesta al cambio de atmésfera in vitro hacia in vivo. Posiblemente, 
debido a estos niveles bajos de proteinas solubles, las plantas reaccionaron 
aumentando ta sintesis de Acidos titulabies y, Por lo tanto, la fijacion de CO2 -ya que 
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esta especie presenté los niveles mas altos de acidez titulable. Esto significa que el 
acido malico descarboxilado sirve en las plantas, principalmente, para sintetizar 
azucares, proteinas y mARN (Seeni y Gnanam, 4980). 

Por otro lado, resulté evidente que en C. silvestrii se presenté un estrés hidrico 
sumamente inferior -de acuerdo con los niveles de Prolina obtenidos- en relacién con 
las otras especies (comparar Figuras 6, 7 y 8). Si la prolina se ocupase, después de 
que el estrés hidrico cesara, como una fuente de aminoacidos como lo propone 
Maldonado (1994), las plantas de C. silvestni no tendrian una fuente considerable para 
sintetizarlos, lo que se veria reflejado, posiblemente, en la cantidad de proteinas 
solubles en ta especie. También, es posible que ta misma alta cantidad de prolina que 
se present6 como respuesta a! estrés hidrico interviniera en los niveles de proteinas 
solubles en las otras dos especies de cactaceas cuando fue evaluado el parametro. 

Ademas, de acuerdo con los niveles de Prolina obtenidos en C. silvestni’, es posible 
afirmar que la especie se encontraba minimamente estresada, lo que se evidencié por 
el ajuste osmotico, expresado por los relativamente niveles altos de prolina que se 
observaron al inicio de ta toma de COz; al principio del periodo de oscuridad y al 
finalizar éste los niveles de prolina fueron muy semejantes a los niveles encontrados en 
fas planta control (Figura 7), por to que las condiciones manejadas en el cultivo in vitro, 
fueron apropiadas para esta especie de cactacea. Ademas de que la sintesis de acidos 
titulables se verificé rapido en las plantas de esta especie (Figura 4) ayudando a que el 
potencial osmético estuviera en equilibrio con el medio externo sin ser necesaria la 
produccién de prolina para el ajuste osmético pertinente. 

Por !o anterior se puede deducir que fas plantas de C. silvestrii se encontraron en 
equilibrio fisiolgico en ambas condiciones de cultivo y el cambio de atmésfera sdlo 
beneficié y posibilito la potenciacién de [a fotosintesis. Este hecho se ve reflejado al 
comparar las proporciones de clorofila en las plantas de esta y de las demas especies 
de cactaceas. 
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De acuerdo con los resultados de fa Tabla 6 se puede afirmar que sé presenté un 
cambio en la organizacién de los complejos Fotosistema II, citocromo b/f, Fotosistema |, 
ATPsintetasa, LHC2 y LHC1 de las membranas de los tilacoides (Anderson y 
Andersson, 1982) y una posterior sintesis de fos compuestos que forman dichos 
complejos, especificamente de las clorofilas, en las tres especies de cactdceas. La 
reorganizacién de los complejos de las membranas de los tilacoides se debié a que los 
fosfolipidos de fa membrana de los tilacoides son muy fluidos, por lo que se hace 
posible que ta composicién y estructura de sus membranas se modifique, lo cual 
implica una adaptaci6n a las condiciones de luz existentes en el medio. La sintesis de 
nuevos componentes se evidencié por los niveles altos de clorofila observados en el 
dia 10 de aclimatacién a suelo (Tabla 6). Estos cambios dinamicos en ta composicién y 
organizacién de la membrana de los tilacoides se verifican, ademas, para la optimacién 
y proteccién de la maquinaria fotosintética también como respuesta adaptativa a tos 
cambios en las condiciones de luz. 

Las membranas de tos tilacoides Son Capaces de organizar sus componentes de 
membrana existentes rapidamente en respuesta a varios cambios subitos ambientales 
perjudiciales (Anderson y Andersson, 1988). Lo anterior explicaria las proporciones 
entre los dos tipos de clorofila evaluados €n este trabajo que se obtuvieron en las tres 
especies de cactdceas a lo largo de los dias de aclimatacién a suelo. Las proporciones 
de clorofila a/b son un indice sensible del apilamiento de las membranas internas de los 
cloroplastos (los tilacoides), es la proporcion relativa de campos apilados contra los no 
apilados: mientras la Proporcién de clorofila a/b sea menor, el apilamiento de los 
tilacoides sera mayor y mientras la proporcién sea mayor, el apilamiento de los 
tilacoides sera menor {Anderson y Aro, 1994). Asimismo, y ya que la Proporciones de 
clorofilas a/b estan correlacionadas con el grado de apilamiento de los tilacoides, la 
susceptibilidad de las hojas de Plantas superiores a la fotoinhibicién esta también 
linealmente relacionada con el grado de apilamiento de ios tilacoides: mientras ef 
apilamiento de los tilacoides es menor, los efectos de la fotoinhibicién son mayores y 
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mientras mayor es el apilamiento de los tilacoides menor son los efectos de la 

fotoinhibicién (op. cit.). 

Los resultados de la tabla 6 evidencian e! cambio de las concentraciones y, de esta 

forma, de las proporciones de de clorofila a/b y como se fue dando un ajuste paulatino 

de éstas a lo largo de los dias, de acuerdo con las condiciones ambientales de luz 
imperantes en fas plantas de las tres especies de cactaceas. Los resultados de las 

Proporciones de clorofila a/b nos indican, de igual forma, que las plantas de las tres 

especies de cactéceas en condiciones de cultivo in vitro presentaron tilacoides 
ligeramente mas apilados. Este grado de apilamiento cambid con tas diferentes 

condiciones de luz del cultivo in vivo. 

La asimetria lateral en la distribucién de los complejos asegura gran versatilidad en el 

funcionamiento de las membranas fotosintéticas, como un importante factor para las 

plantas que pueden existir en una gran variedad de condiciones ambientales {Anderson 

y Andersson, 1988). 

Las condiciones de baja irradiacién tuminica (PAR de 80 ymoles m? s’) manejadas en 

los cultivos in vitro del presente trabajo provocaron que existiese en las tres especies 

de cactaceas una mayor cantidad de clorofila alrededor del centro de reaccién 

fotosintético (fotosistema II) para hacer eficiente la cosecha de luz ({captacién de 

fotones de la luz). Cuando se cambiaron las plantas de ambiente (aclimataci6n a 

suelo), la luz incidié directamente en las plantas (ya no tenian la barrera de vidrio) y ello 

result6 contraproducente ya que se presenté una declinacién considerable de las 

concentraciones de clorofila a y b en el dia 5 de R. rosea y un descenso solo en la 

clorofila b en las plantas de E. crenatum en el mismo dia (Tabla 6) dado que se 

present6 un rompimiento de las proteinas del mismo centro de reaccién en donde se 

encuentran las clorofilas (lo cual es propuesto por Anderson y Andersson, 1988). 
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EI fotosistema {I se encarga de regular la cosecha de la luz tanto en plantas de sol 
como de plantas de sombra (Anderson y Andersson, 1988; Anderson y Aro, 1994). Este 
fotosistema tiene un centro de reaccién clorofilico (P680) y alrededor de este centro se 
encuentra el complejo de captura de energia solar (LHC2; Anderson y Andersson, 
1982), conformado por cerca de la mitad de las moléculas de clorofila a y la mayoria de 
Ja clorofila b y xantofilas (la otra mitad de moléculas de clorofila a y el resto de clorofila 
b se encuentran en el LCH1 del fotosistema I; Anderson y Andersson, 1988). 

La regulaci6n det fotosistema II esta dada en funcién de las cantidades relativas de ios 
centros de reaccién del fotosistema I] con respecto al del fotosistema |, asi como en el 
tamajfio y organizacién de la antena cosechadora de luz, es decir, el complejo LCH2 
que es el numero de moléculas de pigmento que ayudan en el centro de reaccién det 
fotosistema il. El LHC2 esta compuesto por dos partes principales. Existe un pool 
interno de LHC2 unido fuertemente al centro det fotosistema Il. Este es complementado 
Por un pool periférico. Ambos pools tienen la misma composicion de clorofilas. Se ha 
encontrado que sdlo el poo! periférico de LHC2 es el que varia el tamafio de fa antena 
del fotosistema Ii en respuesta al cambio de las Condiciones de luz (Anderson y 
Andersson, 1988). 

Cuando Jas plantas estan expuestas a bajas intensidades !uminicas (por ejemplo las 
plantas de "sombra") existe mas cantidad de clorofila alrededor del centro de reaccién 
fotosintética para una captura exitosa de la Juz. Si estas plantas son expuestas a 
intensidades de luz altas (por ejemplo las intensidades en tas que se encuentran tas 
plantas de "sol”) se observa una marcada declinacién en la eficiencia del fotosistema Ii, 
fa tlamada fotoinhibicion, ya que la cantidad de clorofila determina la taza de absorcién 
de luz por el fotasistema tI y la tasa de la energia de la luz atrapada por el P680. Por 
este fendmeno, las plantas han desarrollado varios mecanismos para minimizar la 
fotoinhibicion y reparar el dafio hecho al fotosistema II: reducir el tamario de la cantidad 
de la antena de clorofila del fotosistema II de ta planta. Esto explicaria el reajuste de las 

cantidades de clorofila en R. rosea y E. crenatum (Tabla 6), especies epifitas, dado 
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principalmente porque su aparato fotosintético esta adaptado a bajas intensidades de 
luz por lo que sintetizan mayor cantidad de clorofila para cosechar la mayor cantidad de 

luz posible. 

En £. crenatum solo se presenté una disminucién en fa concentracién de ta clorofila b 

en respuesta al cambio de ambiente (sin embargo, la cantidad de clorofila a aumenté, 

ver Tabla 6, dia 5). Este evento se puede explicar por el hecho de que seguramente fue 
temovido y eliminado el LHC2 periférico dado que en él se encuentra {a mayor 
concentraci6n de clorofila 6 (Anderson y Andersson, 1988). Sin embargo, la necesidad 

de cosechar mas luz provocé que las plantas de la especie sintetizaran mas pigmentos 

para tal efecto, fo anterior podria explicar las concentraciones que se obtuvieron en el 

dia 10 del periodo de aclimatacién en suelo (Tabla 6). Es decir, se presenté un estrés 

por el cambio drastico en las condiciones de luz. Las plantas de la especie E. crenatum 

disminuyeron la cantidad de pigmentos cosechadores pero una vez adaptadas a las 

nuevas condiciones de luz, sintetizaron de nuevo pigmentos que de acuerdo con los 
resultados debieron ser los que constituyen el LHC2. Este restablecimiento de los 

elementos concentradores de energia luminica podria estar en funcién de las tasas de 

fotosintesis que se presentan en las plantas de ta especie. El incremento del contenido 

de clorofila parece corresponder con la atenuacién y dispercién de la luz dentro de los 

tejidos de las plantas (Cui ef a/., 1991), ya que se presenta una concentracién de 
clorofila, asi como una congregacién de cloroplastos cerca de la superficie adaxial. 

Debido a que la proporcién de clorofila a/b es un indicador del tamafio relativo del 

complejo cosechador de uz (Cui et a/., 1991), los resultados de la Tabla 6 indican que 

las antenas cosechadoras eran grandes. 

En R. rosea se observo una disminucién muy marcada en ta concentracién de clorofila 

(Tabla 6), por lo que es muy probable que se hubiera presentado una fotoinhibicién 

significativa en las plantas (dia 5 de Tabla 6). Posteriormente, el aparato fotosintético 
se restablecié ya que las concentraciones de clorofila del dia 10 aumentaron (Tabla 6). 
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En las plantas de C. silvestri, de acuerdo con los resultados, no se present6 
fotoinhibicion. Al contrario, el cambio de ambiente propicié un sintesis cada vez mayor 
de pigmentos. Estos resultados se debieron seguramente a las caracteristicas 
morfoldgicas de la epidermis de las plantas de cada especie de cactécea, ya que C. 
silvestrii es una especie geofitica y tanto R. rosea como E. crenatum son epifitas. R. 
rosea es la especie mas sensible a ta fotoinhibicién, te sigue E. crenatum y en ultimo 
término C. silvestrii, 

Se ha comprobado, en un gran nimero de experimentos, que las condiciones hidricas 
son determinantes para el establecimiento de suelo en las plantas obtenidas a partir de 
cultivos in vitro. Los resultados de este trabajo y observaciones realizadas con otras 
especies de plantas obtenidas también de cultivos in vitro demuestran que, 
posiblemente, ta fotoinhibicién sea de mayor televancia. Cuando se transfieren violetas 
aficanas obtenidas de cultivos in vitro a suelo -en las cuales las condiciones de agua no 
son limitantes- varias mueren, dado que se cambian repentinamente de las condiciones 
de luz en las cuales se originaron (luz de lamparas artificiales en PAR de 40 ymoles m2 
s") a otras condiciones de luz (luz natural de sol indirecta). Por lo que, posiblemente, se 
requerira controlar en las plantas, también, la cantidad de luz cuando se fealice el 
cambio de condiciones de cuitivo. , 

La via metabélica CAM se presenté en las plantas cultivadas in vitro, permanecié y se 
potencié en respuesta al cambio hacia su aclimatacién a suelo. Las condiciones de 
Cultivo in vitro resultaron de estresantes a muy estresantes para las dos especies de 
epfifitas , pero no para la especie geofitica. Después del cambio de ambiente, los 
niveles de prolina disminuyeron en las especies epifitas, sin embargo desde el principio 
del periodo de oscuridad hasta la mitad del mismo permanecieron altos los niveles de 
prolina (y por lo tanto de estrés); hacia el final del Periodo de oscuridad disminuyeron 
Considerablemente. En cambio, C. silvestri No se vid afectada por las condiciones de 
Cultivo in vitro, ni por el cambio a suelo debido a las caracteristicas de su epidermis. 
Este cambio de ambiente también influyé en el funcionamiento y eficiencia de la 
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fotosintesis en las plantas de las tres especies de cactaceas, aunque de modo negativo 
en las dos especies de cactaceas epifitas y en la especie geofitica de modo positivo: en 
R. rosea se presenté el fendmeno de la fotoinhibicion y en E. crenatum se observé 
solamente un reajuste en la cantidad de la antena de clorofila y no se presenté el 
fenomeno de fotoinhibicién. Para las plantas de C. silvestrii el cambio de ambiente 
posibilite aumentar la tasa de fotosintesis. La influencia de la fotosintesis en respuesta 
al cambio ambiental se refleja también en los niveles de acidez titulable que en C. 
silvestrii y E. crenatum fueron progresivamente aumentando a lo largo del periodo de 
actimatacién en suelo. En cambio, en R. rosea se observé un ligero estancamiento en 
fos niveles de acidez titulable que posteriormente se elevé como respuesta al 
restablecimiento de los niveles de clorofila. Estos niveles de acidez titulable, por otro 
lado, influyeron en e! desarrollo de las plantas de tas tres especies de cactaceas en 
general, lo cual se manifiesta en los niveles también Progresivamente mayores de 
proteinas solubles. 
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8. CONCLUSIONES, 

Fue posible determinar las concentraciones de las combinaciones hormonales para 
la generacién de brotes axilares en Rhipsalidopsis rosea, Chamaecereus silvestrii y 
Epiphylium crenatum en sistemas de cultivo in vitro, potencialmente pueden ser 
propagadas en una escala comercial via cultivo in vitro. 

Es posible minimizar la formacién de callo y de brotes vitrificados evitando el 
contacto de las aréolas y de los brotes axilares Producidos con el medio de cuitivo. 

La morfologia angulosa de tos cladodios de R. rosea son formas de estrés a 
diferencia de los cladodios de morfologia aplanada. Lo cual explicaria la existencia 
del tallo dimérfico de ta especie. 

La cantidad de asimilados que contiene ei explante en las tres especies de 
cactaéceas resulté ser determinante para la obtencién rapida de brotes durante el 
Cultivo in vitro, principalmente Para que éstos alcanzaran longitudes mayores a 
aquellos brotes obtenidos de explantes con menor cantidad de asimilados y para el 
ulterior desarrollo normal del sistema radicular asi como de fa planta (tallo). La 
cantidad de asimilados esta en funcién del tamario del explante: mientras mas 
grande sea el explante, mayor cantidad de asimilados contendra. El uso de 
explantes de dimensiones mayores para los cultivos in vitro de cactadceas, en 
general, difiere del uso de explantes de dimensiones menores empleados para otros 
tipos de plantas distintos a ta familia de las cactaceas. 

Las plantas obtenidas en cultivo in vitro operaron en la via autotréfica a pesar de que 
se le sumistré una fuente de carbono externa, por lo que la idea de que las plantas 
cultivadas en estas condiciones presentan una disminucién o pérdida total de ia 
actividad fotosintética se descarta en nuestro caso. La potenciacién de la fotosintesis 
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esta en funcién de las condiciones ambientales a las cuales se expongan los cultivos 
y principalmente de la especie a que pertenece la planta. Bajo las condiciones de 
Cultivo del experimento se observé una considerable tasa fotosintética en las 
especies de cactaceas manejadas en este trabajo. 

Aquellos explantes que presentaron la respuesta esperada -en relacién con la 
produccién de brotes axilares e indices reducidos de contaminacién- en las tres 
especies de cactaceas fueron obtenidos de las plantas madre en los primeros cinco . 
meses del afio, después de este tiempo, la obtencién de brotes axilares se vio 
disminuida y la frecuencia de contaminacién en los cultivos aumento en relacién con 
el transcurso del tiempo: explantes obtenidos en los tres ultimos meses del ajfio, 
presentaron mayor indice de contaminacién y mayor retraso en la generacién de 
brotes axilares en las tres especies de cactdceas. 

Se verificé la actividad metabélica CAM en las plantas generadas en condiciones de 
Cultivo in vitro y permanecid a lo largo de los dias en suelo, determinado bajo las 
condiciones ambientales de los experimentos (in vivo e in vitro). 

La disminucién de ta acidez titulable que se presenté al finalizar el periodo de. 
oscuridad en las tres especies de cactaceas, no obstante la continua fijacién de COz, 
sugirié que ésta (fijacién) ocurrié por la via del acido citrico. Esta via de fijacién se 
potencio por el tamario reducido de las vacuolas de las plantas generadas en los 
cultivos in vitro y por las condiciones de temperatura del dia con respecto a la noche, 
junto con Ia intensidad luminica del experimento (80 moles m? s), 

En las tres especies de cactaceas evaluadas se presento reciclado de CO, bajo las 
condiciones ambientales del experimento en las cuales se estimé el parametro ya 
que la proporcién 2:1 de Ia acidez titulable hacia la fijaci6n de CO, no se cumplid. 
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  Conclusiones. 

  

  

El ajuste osmético en las plantas de las especies R. rosea y E. crenatum se dié de 
un modo rapidamente permitiendo el desarrollo de las plantas en la etapa de 
aclimatacién. Este rapido ajuste se Presenté debido al tamario reducido de tos tallos 
de las plantas de cactdceas. 

EI cultivo bajo las condiciones in vitro resulté estresante para R. rosea y E. crenatum 
lo que provocé un desarrollo anormal de éstas y No fue asi para C. silvestri. Dado 
este estado de estrés, las plantas de las mencionadas especies de cactaceas no 
pudieron desarrollarse y alcanzar las longitudes de C. silvestrii. Una vez que el estrés 
hidrico cesé, el desarrollo de las plantas de las dos especies mencionadas se 
disparé. Para las plantas de la especie C. silvestrii las condiciones manejadas en el 
Cultivo in vitro no fueron estresantes, Por el contrario, resultaron ser tas adecuadas. 

La fotoinhibicién que se presenté en las plantas de cactaceas en respuesta al 
cambio de condiciones de cultivo in vitro a la aclimatacién a suelo fue importante, 
mas atin que las propias condiciones hidricas del medio en donde las plantas se 
aclimataron. Por to que el principal parametro a controlar y modular en cualquier 
planta obtenida de cultivos in vitro sera la cantidad y calidad de tuz. 

Los cambios en los pardmetros fisioldgicos evaluados variaron de acuerdo con las 
caractetisticas estructurales y habitos de las plantas de cada especie de cactacea; 
éstos uitimos estan muy relacionados con el ambiente en el que se desarrollan cada 
especie. 

Por medio de la presente investigacién se demostré que las plantas de las especies 
de cactdceas estudiadas, cultivadas bajo condiciones de cultivo in vitro, evidenciaron 
los parametros propios del metabolismo acido de Crasulaceas. Esta investigacin 
pretende ser una contribucién pionera que no tiene antecedente en Mexico, asi 
como se pretende es la primera en donde se trabajé con plantas (completas) de la 
familia de las cactdceas. 
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Conctusiones. 

  

  

Conocer el funcionamiento fisiolégico de plantas de especies de cactdceas 

obtenidas de cultivos in vitro, a través de la evaluacién del metabolismo Acido de 
Crasulaceas, proporciona valiosos elementos para el manejo de su cultivo -de forma 

precisa-, maxime si se desea cultivar alguna especie para propésitos comerciales 

(como fas tres estudiadas en el presente trabajo). 

Se encontraron factores inadvertidos que reclaman un estudio mas profundo que 
contribuirian a describir mejor el funcionamiento vegetal, Por lo tanto, en este trabajo 

da pie a otras investigaciones porque atin es muy vasto lo que se debe conocer 

sobre el CAM. 
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